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AVANT-PROPOS
La transplantation constitue l’ultime traitement de l’insuffisance terminale d’organes comme 
les reins, le foie, le cœur et les poumons. L’espérance de vie des patients transplantés a 
nettement augmenté ces dernières décennies, non seulement en raison des progrès réalisés 
dans les techniques chirurgicales et dans les soins post-opératoires, mais également suite 
au développement de nouveaux médicaments immunosuppresseurs, résultant d’une 
meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la 
réponse immunitaire. 
Le suivi thérapeutique a contribué à la réduction de la toxicité de certains agents et à la 
diminution de l’incidence de rejet de greffe avec une thérapie basée sur la mesure des 
concentrations sanguines plutôt que sur la dose. Depuis quelques années, la recherche s’est 
également dirigée vers la pharmacogénétique, ouvrant la porte à de nouvelles perspectives 
d’individualisation des traitements, avec une augmentation potentielle de la sécurité et de 
l’efficacité des thérapies. En parallèle, de nombreux progrès ont été réalisés au niveau des 
performances des outils analytiques utilisés dans les laboratoires cliniques pour le dosage 
de ces molécules.
La présente thèse aborde des aspects analytiques et pharmacogénétiques du suivi 
thérapeutique des immunosuppresseurs. Dans un premier temps, une méthode de dosage 
sanguin simultané de plusieurs immunosuppresseurs par chromatographie liquide couplée à 
la spectrométrie de masse a été développée et comparée avec une technique 
immunologique. En utilisant le même outil analytique, une méthode permettant de quantifier 
la ciclosporine au niveau des cellules mononucléaires du sang périphérique (cellules cibles) 
a ensuite été mise au point. Le troisième volet de ce travail consistait en la mise en place et 
conduite d’une étude clinique pharmacogénétique chez le volontaire sain. Son objectif 
principal était de déterminer l’influence de polymorphismes du gène ABCB1 et de l’activité de 
la glycoprotéine P sur la pharmacocinétique intracellulaire de la ciclosporine.

  CHAPITRE 
RÉSUMÉ DU TRAVAIL
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RÉSUMÉ DU TRAVAIL
1.  Introduction
1.1. Pharmacologie des immunosuppresseurs
De nombreux médicaments immunosuppresseurs ont été développés ces dernières 
décennies dans le but de prévenir ou traiter un rejet de greffe après transplantation 
d’organes. Notre travail s’est intéressé aux inhibiteurs de la calcineurine (ciclosporine et 
tacrolimus), qui agissent par blocage de la production d’interleukine 2 par les lymphocytes T, 
et aux inhibiteurs de la mammalian target of rapamycin (sirolimus et everolimus), qui 
bloquent la réponse des cellules immunitaires à cette cytokine.
En raison d’une pharmacocinétique caractérisée par une grande variabilité interindividuelle, 
des marges thérapeutiques étroites et des nombreuses interactions médicamenteuses 
potentielles, le suivi thérapeutique (therapeutic drug monitoring, TDM) de ces médicaments 
est recommandé pour l’optimisation des thérapies. Ces agents sont distribués de façon 
importante et variable dans les érythrocytes, impliquant un dosage à partir du sang complet. 
L’approche standard dans le TDM de la ciclosporine est de quantifier les concentrations 
résiduelles (C0), c’est-à-dire celles mesurées juste avant l’administration de la dose suivante. 
Cependant, en raison d’une mauvaise corrélation avec l’exposition totale en médicament, 
cette valeur ne semble pas être un bon indicateur de l’efficacité ou de la toxicité. De 
meilleures corrélations avec ces paramètres ont été obtenues en mesurant les 
concentrations 2 h après l’administration (C2). Pour le tacrolimus, le sirolimus et l’everolimus, 
l’approche principale actuelle repose sur la quantification des taux résiduels.
En plus des enzymes de métabolisation cytochromes P450 3A4/5 (CYP 3A4/5), le 
transporteur membranaire glycoprotéine P (P-gp) est également impliqué dans la 
pharmacocinétique de ces médicaments. Cette protéine, codée par le gène ABCB1, 
également appelé MDR1 (multi-drug resistance), est localisée dans de nombreux tissus 
comprenant les intestins, le foie, les reins et la barrière hémato-encéphalique. Son activité 
varie fortement entre individus en raison de facteurs génétiques et environnementaux. La 
P-gp est également retrouvée au niveau de la membrane des lymphocytes, avec pour 
conséquence une expulsion de ces immunosuppresseurs à l’extérieur de leur site d’action.
De nombreux polymorphismes génétiques (single nucleotide polymorphisms, SNPs) ont été 
identifiés au niveau du gène ABCB1. Les variants les mieux étudiés sont les SNPs 
synonymes C1236T (exon 12) et C3435T (exon 26) ne conduisant pas à une modification 
d’acides aminés et le SNP non-synonyme G2677T/A (exon 21) pouvant induire deux 
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changements d’acides aminés : Ala893Ser (G2677T) et Ala893Thr (G2677A). Ces trois 
variants sont fortement liés et comptent pour la majorité des haplotypes observés. Un grand 
nombre d’études pharmacogénétiques récentes se sont intéressées à l’effet de ces SNPs 
sur l’expression d’ARNm du gène ABCB1, l’expression et l’activité de la P-gp dans différents 
tissus et la pharmacocinétique de substrats incluant des immunosuppresseurs.
L’allèle 3435T a été associé à une diminution de l’expression de la P-gp dans les cellules 
mononucléaires du sang périphérique (PBMCs), à une activité réduite dans les cellules 
CD56+ et à des concentrations sanguines de ciclosporine et de tacrolimus plus élevées chez 
des patients transplantés. L’allèle 2677T a également été associé à une baisse de 
l’expression de la P-gp ainsi qu’à une augmentation des taux de tacrolimus. Ces résultats 
n’ont cependant pas été confirmés par d’autres études qui n’ont pas observé de relation 
entre le génotype ABCB1 et ces différents paramètres. Des résultats allant dans le sens 
inverse ont également été observés, avec des taux d’ARNm duodénal plus élevés ou des 
concentrations sanguines d’immunosuppresseurs plus faibles chez des individus porteurs de 
l’allèle 3435T.
En ce qui concerne l’efficacité des thérapies immunosuppressives, une association entre une 
expression de la P-gp élevée au niveau des PBMCs et l’apparition d’épisodes de rejet aigu a 
été mise en évidence. Ces résultats suggèrent qu’en cas de forte expression, ce transporteur 
pourrait diminuer l’efficacité de ces agents en les expulsant à l’extérieur de leur site d’action. 
Un risque de rejet plus élevé a été observé avec la ciclosporine chez des sujets porteurs de 
l’haplotype 2677GG-3435CC et avec le tacrolimus chez des individus présentant le génotype 
3435CC. Une diminution de la survie a été constatée chez des patients transplantés 
exprimant des taux élevés d’ARNm au niveau intestinal.
La P-gp semble également être impliquée au niveau de la toxicité des inhibiteurs de la 
calcineurine. Des taux d’infections sévères plus élevés ont été observés chez des patients 
présentant des niveaux d’expression de la P-gp plus faibles dans les PBMCs, suggérant un 
état de sur-immunosuppression résultant d’une probable élévation des taux intracellulaires 
en médicament. Une augmentation de la néphrotoxicité due aux inhibiteurs de la 
calcineurine a été mise en évidence chez des patients ayant reçu une greffe rénale 
provenant d’un donneur homozygote 3435TT, suggérant que ce génotype serait lié à une 
augmentation des concentrations intra-rénales de médicament. Un effet inverse a cependant 
été observé chez des patients transplantés hépatiques, avec une diminution de la 
néphrotoxicité chez les receveurs homozygotes 2677TT. 
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1.2. Techniques de dosage des immunosuppresseurs
De nombreuses méthodes analytiques ont été développées pour le dosage sanguin des 
immunosuppresseurs. On retrouve des techniques immunologiques largement utilisées par 
les laboratoires cliniques en raison de leur facilité d’emploi et d’un débit d’analyse élevé. Ces 
méthodes sont cependant très coûteuses en réactifs et ne permettent pas de doser 
simultanément plusieurs molécules. Elles manquent surtout de sélectivité en raison de 
réactions croisées avec certains métabolites, pouvant conduire chez certains types de 
patients à des surestimations cliniquement significatives des taux en molécule mère. Un 
grand nombre de méthodes par chromatographie liquide couplée à une détection dans 
l’ultra-violet (LC-UV) ou par spectrométrie de masse en mode simple (LC-MS) ou tandem 
(LC-MS/MS) ont également été développées. Les préparations d’échantillons étaient 
effectuées à l’aide de techniques off-line comme l’extraction liquide-liquide (LLE) ou 
l’extraction en phase solide (SPE), ou selon des méthodes on-line comme un système à 
commutation de colonnes ou une injection directe. Les méthodes par LC-MS ou LC-MS/MS 
présentent l’avantage par rapport à la LC-UV de pouvoir simplifier les procédures de 
préparation d’échantillons et de réduire les temps de séparations chromatographiques grâce 
à une plus grande sélectivité du détecteur. Ces techniques sont également plus sensibles et 
permettent d’atteindre des limites de quantification plus basses, requises notamment en cas 
de réduction des doses lors de thérapies combinées. En raison de leur sélectivité pour les 
molécules mères, les techniques séparatives sont actuellement considérées comme les 
méthodes de choix pour la quantification des immunosuppresseurs. Elles sont cependant 
techniquement plus compliquées à mettre en œuvre et nécessitent un investissement 
financier important, surtout en ce qui concerne la détection par spectrométrie de masse.
2.  Dosage sanguin d’immunosuppresseurs
2.1. Objectifs
L’objectif principal de cette partie était de développer et valider une méthode automatique et 
sélective pour le dosage sanguin simultané de la ciclosporine A, du tacrolimus, du sirolimus 
et de l’everolimus, par LC-MS, avec une préparation de l’échantillon par SPE on-line. Il 
s’agissait ensuite de comparer cette méthode avec la technique immunologique EMIT 
(Enzyme Multiplied Immunoassay Technique) utilisée en routine dans notre laboratoire.
2.2. Méthode
La préparation de l’échantillon consistait en une lyse des érythrocytes et une précipitation 
des protéines. Un volume de sang complet a été mélangé avec deux volumes de 
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MeOH/ZnSO4 0.4 M (8/2 v/v) contenant les étalons internes 27-demethoxy-sirolimus et 
ciclosporine D. Après agitation pendant 5 min et centrifugation, le surnageant a été récupéré 
pour l’analyse.
Un système à commutation de colonnes, composé de deux pompes, d’une vanne de 
commutation à six entrées, d’une colonne d’extraction (XTerraTM MS C8, 5 m, 2.1 x 10 mm) 
et d’une colonne analytique (XTerraTM MS C18, 5 m, 2.1 x 50 mm) a été utilisé pour 
l’analyse. Les phases mobiles (débits 400 l/min) étaient composées de mélanges de 
MeOH/H2O contenant 0.02% d’acide formique et 1 M de formiate de sodium. Le processus 
s’est déroulé en trois étapes. Dans un premier temps, les analytes ont été retenus en tête de 
la colonne d’extraction à l’aide d’un mélange de MeOH/H2O (5/95 v/v), tandis que la matrice 
était éliminée. Après 1.0 min, la vanne de commutation a été activée et les composés 
d’intérêt ont été transférés en flux inverse de la colonne d’extraction sur la colonne 
analytique avec une phase mobile composée de MeOH/H2O (65/35). Après 1.7 min, le 
système a été replacé dans sa configuration de départ et les analytes ont été séparés sur la 
colonne analytique avec un gradient de MeOH/H2O de 65/35 à 95/5 de 1.7 à 8.7 min. La 
détection a été effectuée à l’aide du spectromètre de masse Agilent 1100 MSD constitué 
d’une source électrospray couplée à un analyseur à quadripôle. La détection des adduits 
sodium [M+Na]+ (ciclosporine A : m/z 1224.7, tacrolimus : m/z 826.4, sirolimus : m/z 936.5, 
everolimus : m/z 980.5, ciclosporine D : m/z 1238.7, 27-demethoxy-sirolimus : m/z 906.5) a 
été effectuée en mode SIM (selected ion monitoring).
La méthode a été validée sur 4 jours, avec 3 niveaux de standards d’étalonnage répétés 2 
fois et 3 niveaux de standards de validation répétés 4 fois. Les domaines de calibration 
allaient de 50-1500 ng/ml pour la ciclosporine A et de 2.5-30 ng/ml pour le tacrolimus, 
sirolimus et everolimus. La technique EMIT a ensuite été comparée avec la LC-MS. Des 
échantillons sanguins provenant de patients transplantés recevant de la ciclopsorine (n=38) 
ou du tacrolimus (n= 41) ont été analysés avec les deux méthodes et les différences ont été 
évaluées selon les méthodes de Passing-Bablok et de Bland-Altman.
2.3. Résultats et discussion
Les temps de rétention suivants ont été obtenus: tacrolimus 6.4 min, sirolimus 6.9 min, 
everolimus 7.0 min, 27-demethoxy-sirolimus 7.1 min, ciclosporine A 8.3 min et ciclosporine D 
8.7 min. Le temps global pour l’analyse d’un échantillon incluant le lavage et le ré-équilibrage 
des colonnes était de 17.0 min. Les limites de quantifications étaient de 50 ng/ml pour la 
ciclosporine A et de 2.5 ng/ml pour le tacrolimus, sirolimus et everolimus. Une droite de 
régression a été utilisée pour calibrer le tacrolimus, sirolimus et everolimus. Une pondération 
par 1/x était nécessaire avec la ciclosporine A en raison de l’intervalle de dosage plus 
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important permettant de quantifier des échantillons prélevés à C2 sans dilution préalable. 
Pour les quatre composés, la justesse (88-119%), répétabilité (2.4-11.3%) et fidélité 
intermédiaire (5.4-20.2%) étaient satisfaisantes et convenaient à une utilisation de la 
méthode en routine clinique.
Nos résultats ont montré que la technique EMIT donnait des valeurs significativement plus 
élevées que la LC-MS. Des surestimations moyennes de 23% (intervalle 6% à 46%) pour la 
ciclosporine et de 30% (intervalle -3% à 73%) pour le tacrolimus ont été observées. Ces 
écarts peuvent être attribués à des réactions croisées avec certains métabolites et 
dépendent de l’état clinique des patients. Des biais importants ont été observés dans 
d’autres études chez des sujets présentant des troubles de la fonction hépatique 
(choléstase), en raison d’une accumulation de métabolites due à une diminution de 
l’excrétion biliaire. Il a également été suggéré que la grande variabilité au niveau des ratios 
métaboliques observés pouvait être attribuable à l’importante variabilité inter-individuelle de 
l’activité catalytique des CYP3A4/5. Dans certaines situations cliniques, seules les méthodes 
chromatographiques peuvent mesurer avec justesse la quantité réelle en molécule mère. Il 
est ainsi important de tenir compte de la méthode analytique utilisées lors de l’interprétation 
clinique des résultats.
La méthode développée présente l’avantage d’être sélective pour les molécules mères, de 
permettre une quantification simultanée de plusieurs agents et d’être moins coûteuse que les 
immunoessais en terme de réactifs. Cette méthode est actuellement utilisée avec 
satisfaction en routine dans notre laboratoire pour la quantification du sirolimus et de 
l’everolimus. Un transfert des dosages de la ciclosporine et du tacrolimus de la technique 
EMIT vers la LC-MS est souhaitable, après évaluation clinique de l’impact sur l’interprétation 
des résultats, notamment en ce qui concerne une adaptation des marges thérapeutiques.
3.  Dosage intralymphocytaire de la ciclosporine
3.1. Objectifs
Il s’agissait de développer et valider une méthode sensible et sélective pour le dosage de la 
ciclosporine dans les PBMCs. Un principe similaire à la méthode pour le dosage sanguin a 
été retenu, à savoir une analyse par LC-MS avec une préparation d’échantillon par SPE 
on-line à l’aide d’un système à commutation de colonnes.
3.2. Méthode
Les PBMCs ont été isolés à partir de sang complet fraîchement prélevé par gradient de 
centrifugation à l’aide de tubes BD Vacutainer CPTTM. Après lavage avec du tampon 
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phosphate, les cellules ont été comptées à l’aide de l’appareil Sysmex XE-2100, afin de 
pouvoir exprimer la quantité de ciclosporine par cellule. La procédure a été réalisée à 4°C, 
afin de bloquer le transport de ciclosporine. Après centrifugation, le culot de cellules a été 
lysé et la ciclosporine a été extraite à l’aide de MeOH contenant l’étalon interne 
27-demethoxy-sirolimus. Après une nouvelle centrifugation, le surnageant a été évaporé 
sous azote et le résidu a été reconstitué dans du MeOH 60%.
Un système à commutation de colonnes similaire à celui utilisé précédemment a été utilisé
pour l’analyse. Les phases mobiles étaient composées de MeOH/H2O contenant 0.02% 
d’acide formique et 1 M de formiate de sodium et les débits étaient de 400 l/min. Après 
injection, l’échantillon a été lavé sur la colonne d’extraction avec un mélange de MeOH/H2O 
(5/95 v/v) pendant 1.0 min. La vanne de commutation a ensuite été activée et les analytes 
ont été transférés en flux inverse sur la colonne analytique avec une phase mobile 
composée de MeOH/H2O (65/35). Après 1.7 min, le système a été replacé dans sa 
configuration de départ et les composés ont été élués avec un gradient de MeOH/H2O de 
65/35 à 90/10 de 1.7 à 16.7 min. La détection des adduits sodium [M+Na]+ de la ciclosporine 
(m/z 1224.7) et du 27-demethoxy-sirolimus (m/z 906.5) a été effectuée en mode SIM à l’aide 
du spectromètre de masse Agilent 1100 MSD.
La méthode a été validée sur 8 jours afin d’obtenir une bonne estimation de la variabilité 
inter-jours. Les standards d’étalonnage (4 niveaux) et de validation (5 niveaux) ont été 
préparés en duplicat chaque jour de validation. Le domaine de calibration allait de 5-400 
ng/ml.
3.2. Résultats et discussion
Les temps de rétention étaient de 9.2 min pour l’étalon interne et de 12.3 min pour la 
ciclosporine. Le temps global pour l’analyse d’un échantillon était de 31.0 min, incluant le 
lavage et le ré-équilibrage des colonnes. L’utilisation d’un système à commutation de 
colonnes présentait l’avantage d’être une méthode rapide en comparaison aux préparations 
d’échantillons off-line, permettant de compenser la durée relativement longue nécessaire à 
l’isolation des PBMCs et à l’extraction de la ciclosporine. Cette technique a permis de 
préconcentrer les analytes et d’obtenir un échantillon relativement propre avant injection sur 
la colonne analytique.
La limite de quantification étaient de 5 ng/ml, ce qui a permis d’analyser de très faibles 
quantités de médicament présentes dans les cellules; des valeurs allant jusqu’à 0,5 fg/PBMC 
ont pu être mesurées dans des échantillons cliniques. Un modèle de calibration basé sur une 
transformation logarithmique des variables a donné les meilleurs résultats en terme de profils 
d’exactitude. La justesse (95.0-113.2%), répétabilité (5.1-9.9%) et fidélité intermédiaire 
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(7.0-14.7%) étaient satisfaisantes. Pour les échantillons s’écartant du domaine de 
calibration, une dilution a été validée jusqu’à 800 ng/ml.
Il s’agit à notre connaissance de la première méthode chromatographique pour le dosage de 
la ciclosporine dans les PBMCs. La notion de taux intracellulaires doit être interprétée 
comme la somme des quantités de médicament présentes au niveau du cytoplasme et 
potentiellement de la membrane cellulaire, une distinction entre ces deux localisations 
n’ayant pas pu être effectuée. Cette méthode constitue une nouvel outil complémentaire 
potentiel pour le TDM de la ciclosporine et a été utilisée avec succès dans le cadre d’une 
étude clinique pharmacogénétique conduite lors de ce travail de thèse.
4.  Etude clinique pharmacogénétique
4.1. Objectifs
L’objectif principal de cette étude était d’investiguer la pharmacocinétique de la ciclosporine 
dans les PBMCs et le sang sur 24 h chez le volontaire sain, et de déterminer l’influence des 
haplotypes ABCB1 G2677T/A-C3435T et de l’activité de la P-gp dans les cellules CD4+ et 
CD8+ sur la distribution intracellulaire de cet agent. Les objectifs secondaires consistaient à 
évaluer l’effet de ces haplotypes sur l’expression d’ARNm du gène ABCB1 dans les PBMCs 
et l’activité de la P-gp dans les cellules CD4+ et CD8+.
4.2. Méthode
Le protocole d’étude a été accepté par le comité d’éthique des Hôpitaux Universitaire de 
Genève (HUG). Des volontaires sains masculins âgés de plus de 18 ans ont été inclus après 
évaluation médicale. L’étude s’est déroulée en deux phases, la première consistait en un 
génotypage des SNPs G2677T/A et C3435T. Les individus présentant les haplotypes  
2677GG-3435CC et 2677TT-3435TT ont été sélectionnés pour la deuxième partie de l’étude. 
Après admission pour une journée aux HUG, les volontaires ont reçu une dose orale unique 
de ciclosporine (2 mg/kg). La dose a été choisie aussi faible que possible en tenant compte 
de contraintes de mesure quantitative tout en réduisant le risque d’effets secondaires dose-
dépendants. Des prélèvements sanguins ont été effectués sur 24 h afin de déterminer la 
pharmacocinétique dans les PBMCs et le sang. Des prélèvements supplémentaires ont été 
effectués avant administration du médicament afin de mesurer le taux d’expression d’ARNm 
et l’activité de la P-gp.
Les SNPs G2677T/A et C3435T du gène ABCB1 ont été détectés par une technique de 
génotypage qui combine la réaction en chaîne par polymérase (PCR) et l’hybridation de 
sondes fluorescentes. Après amplification du fragment d’ADN d’intérêt grâce à des amorces 
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spécifiques, deux sondes couplées à des fluorophores s’hybrident aux amplicons. Il s’agit 
d’une sonde d’ancrage qui se lie en amont de la région contenant le site de mutation et d’une 
sonde test qui se lie au niveau de ce site. Lorsque les deux sondes sont liées à l’amplicon et 
donc proches l’une de l’autre, un transfert d’énergie entre les fluorophores est possible, avec 
émission d’un signal fluorescent. Le génotype est déterminé sur la base de l’analyse de 
courbes de dénaturation obtenues en augmentant graduellement la température et en 
mesurant la diminution de fluorescence qui reflète la libération de la sonde test. Les 
températures de dénaturation dépendent de la complémentarité entre la sonde et l’amplicon; 
le changement d’un nucléotide dans l’allèle muté résulte en une température plus basse que 
pour l’allèle non-muté.
L’expression d’ARNm du gène ABCB1 a été déterminée par PCR quantitative après 
transcription inverse (RT-PCR). Après isolation des PBMCs à partir du sang complet, l’ARN 
total a été extrait à l’aide d’un kit commercial et l’ADNc a été synthétisé au moyen d’un 
mélange d’amorces. La quantification de l’ARNm a été effectuée selon la méthode TaqMan 
qui utilise deux amorces spécifiques pour la PCR, ainsi qu’une sonde (marquée par un 
fluorophore et un désactiveur) qui s’hybrident à une séquence localisée entre les deux sites 
de liaison des amorces. Lorsque le fluorophore et le désactiveur sont liés à la sonde, ils se 
trouvent proche l’un de l’autre et l’émission de fluorescence est bloquée. Lors de l’élongation 
de l’ADN, la Taq polymérase digère la sonde liée et libère ainsi le fluorophore avec 
apparition en temps réel d’un signal fluorescent reflétant la quantité d’amplicons formés.
L’activité de la P-gp a été mesurée spécifiquement dans les cellules CD4+ et CD8+ par la 
mesure ex vivo de l’efflux de rhodamine 123, un substrat fluorescent de la P-gp. Après 
isolation à partir du sang complet, les PBMCs ont été incubés en présence de rhodamine 
123 afin de permettre son accumulation intracellulaire. Les cellules ont ensuite été lavées 
puis aliquotées et une cinétique d’efflux a été effectuée. Après marquage des cellules avec 
des anticorps anti-CD4 et anti-CD8 couplés à des fluorophores, les échantillons ont été 
analysés à l’aide du cytomètre en flux FACSCalibur et la fluorescence intracellulaire de la 
rhodamine 123 a été quantifiée séparément dans les différentes sous-populations. Afin de 
pouvoir déterminer spécifiquement l’efflux médié par la P-gp, une cinétique identique en 
présence d’un inhibiteur de la P-gp a été réalisée en parallèle.
La quantification de la ciclosporine dans les PBMCs et le sang complet a été réalisée par 
LC-MS à l’aide des deux méthodes décrites précédemment.
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4.3. Résultats et discussion
Un total de 87 volontaires ont été inclus dans la première partie de l’étude et ont été 
génotypés au niveau des SNPs G2677T/A et C3435T. Les haplotypes les plus fréquents 
étaient les 2677GT-3435CT (n=33), 2677GG-3435CC (n=20) et 2677TT-3435TT (n=13). 
Pour la deuxième partie de l’étude, 19 sujets ont été sélectionnés, soit 10 homozygotes 
sauvages (GG-CC) et 9 homozygotes mutés (TT-TT).
Une grande variabilité a été observée au niveau de la pharmacocinétique de la ciclosporine 
dans les PBMCs et le sang. Nos résultats ont montré qu’il n’y avait pas de corrélation 
interindividuelle entre les taux de ciclosporine dans les PBMCs et dans le sang (AUC0-24, 
Spearman, rS=0.09, p=0.71). Le rapport de l’AUC0-24 intracellulaire sur l’AUC0-24 sanguine 
pouvait varier jusqu’à 14 fois entre différents sujets. Ces résultats indiquent que les 
concentrations mesurées dans le sang ne sont pas de bons estimateurs des quantités 
présentes au niveau des cellules cibles. Ces observations sont appuyées par les résultats 
d’une étude qui a mesuré des taux intracellulaires de ciclosporine plus faibles chez des 
patients transplantés rénaux ayant présenté un épisode de rejet aigu, alors qu’il n’y avait pas 
de différences au niveau des concentrations sanguines entre les individus avec et sans rejet. 
Dans notre étude, les taux intracellulaires et sanguins de la majorité des sujets suivaient des 
profiles parallèles qui n’étaient pas significativement différents au niveau des tmax (Wilcoxon, 
p=0.53) et t1/2 (p=0.49).
Des corrélations négatives significatives ont été observées entre les demi-vies d’élimination 
intracellulaire de la ciclosporine et l’activité de la P-gp dans les cellules CD4+ (Spearman, 
rS=-0.82, p=0.007) et CD8
+ (rS=-0.72, p=0.03) chez les individus TT-TT. De même, l’activité 
de la P-gp dans les CD4+ corrélait négativement avec les AUCs intracellulaires normalisées 
par les AUCs sanguines de 0-4 h (rS=-0.62, p=0.05) et de 0-24 h (rS=-0.60, p=0.07) chez les 
individus GG-CC. Ces résultats suggèrent que les sujets avec une activité P-gp élevée 
peuvent avoir des concentrations intracellulaires diminuées. Les effets de l’activité de la P-gp 
sur la distribution de la ciclosporine dans les PBMCs peuvent être atténués par différents 
facteurs incluant une inhibition de la P-gp par la ciclosporine, la présence d’autres 
transporteurs au niveau des PBMCs et une influence de sites de liaison hydrophobes 
extracellulaires.
Les haplotypes G2677T/A-C3435T n’avaient pas d’influence sur la pharmacocinétique de la 
ciclosporine dans le sang et les PBMCs (tmax, t1/2, Cmax, AUC0-4, AUC0-24), incluant la 
distribution intracellulaire du médicament (AUCPBMCs/AUCsang). L’impact des SNPs du gène 
ABCB1 sur la pharmacocinétique sanguine de la ciclosporine est contrasté selon les études. 
Ces données divergentes peuvent être expliquées par l’implication d’autres paramètres, 
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notamment les CYP3A4/5, dans la pharmacocinétique de la ciclosporine, rendant difficile 
d’étudier séparément l’effet de la P-gp.
Notre étude n’a pas mis en évidence de lien significatif entre les haplotypes G2677T/A-
C3435T et l’activité de la P-gp dans les cellules CD4+ ou CD8+. Une tendance vers une 
activité réduite chez les individus TT-TT (mediane 691%) comparé aux GG-CC (mediane 
780%) a toutefois été observée avec les cellules CD4+ (Mann-Whitney, p=0.13). Nos 
résultats ont également montré que l’activité de la P-gp était plus importante dans les 
cellules CD8+ que dans les CD4+ (74% versus 14% de la rhodamine 123 expulsée après 90 
min) et une analyse de sous-groupe chez les sujets TT-TT a mis en évidence une corrélation 
entre l’activité de la P-gp dans ces deux sous-populations de cellules (Spearman, rS=0.63, 
p=0.07).
Nous avons également observé que l’expression d’ARNm dans les PBMCs n’était pas 
influencée par les haplotypes G2677T/A-C3435T. Finalement, aucune corrélation 
significative n’a été constatée entre le taux d’ARNm et l’activité de la P-gp dans les cellules 
CD4+ ou CD8+.
5.  Conclusion
Le suivi thérapeutique des immunosuppresseurs est un outil essentiel dans la prise en 
charge des patients transplantés. En raison de leur sélectivité pour les molécules mères, les 
méthodes chromatographiques devraient être préférées aux techniques immunologiques. 
Alors que le TDM de la ciclosporine est actuellement basé sur la détermination des 
concentrations sanguines, notre étude a montré que cette mesure n’était pas un bon 
indicateur des taux présents au niveau des cellules cibles. Une quantification dans les 
PBMCs pourrait être une approche intéressante dans le TDM de cet immunosuppresseur. Il 
est toutefois encore trop tôt pour conclure si cette alternative est utile en clinique ; des 
études prospectives chez des patients transplantés sont requises et des marges 
thérapeutiques intracellulaires doivent être établies. En parallèle, la pharmacogénétique 
semble apporter des perspectives intéressantes au niveau de l’individualisation des 
thérapies. Cependant, le long processus de récolte d’informations utiles en clinique n’est 
qu’à son commencement ; les données actuelles sont contrastées et l’influence des 
différents variants génétiques reste encore à préciser. 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE
L’introduction de ce mémoire est divisée en deux parties : la première traite de la 
pharmacologie des immunosuppresseurs, incluant des aspects de pharmacocinétique, suivi 
thérapeutique et pharmacogénétique ; la deuxième passe en revue les différentes 
techniques commercialisées (immunoessais) ou publiées (méthodes chromatographiques) 
pour le dosage sanguin de ces médicaments.
1. Pharmacologie des immunosuppresseurs
Lorsque Joseph Murray et ses collègues réalisèrent avec succès la première transplantation 
rénale en 1954, cette opération fut possible grâce à l’excellente compatibilité entre le 
donneur et le receveur (jumeaux monozygotes). La médecine n’allait cependant pas se 
limiter à ce cas particulier et les compatibilités entre individus ont pu être élargies grâce au 
développement de nombreux médicaments immunosuppresseurs. Les différentes classes 
d’agents employés actuellement dans le domaine incluent les inhibiteurs de la calcineurine, 
les inhibiteurs de la mammalian target of rapamycin (mTOR), les antimétabolites, les 
corticostéroïdes et les anticorps polyclonaux et monoclonaux (Tableau 1.1.). 
Tableau 1.1. Médicaments immunosuppresseurs commercialisés en Suisse.
Classe thérapeutique Principe actif Nom commercial (CH)
Inhibiteurs de la calcineurine ciclosporine Sandimmun, Sandimmun Neoral, Ciclosol
tacrolimus Prograf
Inhibiteurs de la mTOR sirolimus Rapamune
everolimus Certican
Antimétabolites azathioprine Imurek, Azarek
mycophénolate mofétil CellCept
mycophénolate de sodium Myfortic
Corticostéroïdes prednisone Prednisone Galepharm, Prednisone Streuli
méthylprednisolone Medrol, Solu-Medrol
Anticorps polyclonaux anti-lymphocytaires ATG-Fresenius, Lymphoglobuline, 
Thymoglobuline
Anticorps monoclonaux muromonab-CD3 Orthoclone OKT3
basiliximab Simulect
daclizumab Zenapax
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1.1. Mode d’action et effets
1.1.1. Inhibiteurs de la calcineurine
Les inhibiteurs de la calcineurine, à savoir la ciclosporine (ciclosporine A) et le tacrolimus, 
font actuellement partie des médicaments centraux de la plupart des thérapies immuno-
suppressives mises en place après transplantation d’organes. La ciclosporine est un 
polypeptide cyclique dérivé du champignon Tolypocladium inflatum gams dont l’activité 
immunosuppressive a été décrite pour la première fois en 1976 [1]. Son introduction dans la 
pratique clinique en 1983 a provoqué une grande révolution dans le domaine de la 
transplantation. Le tacrolimus, initialement connu sous le nom de FK506, est un macrolide 
dérivé du Streptomyces tsukubaensis découvert en 1987 [2]. Ce composé, commercialisé en 
1996, présente une activité immunosuppressive beaucoup plus puissante que celle de la 
ciclosporine.
Les effets de ces agents découlent principalement de leur liaison à des récepteurs 
cytoplasmiques lymphocytaires (immunophilines), soit la cyclophiline pour la ciclosporine et 
la FKBP (FK-binding protein) pour le tacrolimus (Figure 1.1.). Ces complexes vont inhiber la 
calcineurine, enzyme clé dans la cascade de signalisation intracellulaire activée lors de 
stimulation antigénique. Il en résulte un blocage de la déphosphorylation du NFAT (nuclear 
factor of activated T cells), empêchant son entrée dans le noyau et la stimulation de la 
transcription du gène de l’interleukine-2 (IL-2). Il en découle une inhibition de la production 
de cette cytokine et de la stimulation de la prolifération des lymphocytes T, principaux 
acteurs impliqués dans le mécanisme du rejet de greffe [3].
1.1.2. Inhibiteurs de la mTOR
Alors que les inhibiteurs de la calcineurine bloquent la libération d’IL-2, les inhibiteurs de la 
mTOR bloquent la réponse des lymphocytes T à cette cytokine. Ces agents se lient comme 
le tacrolimus à la FKBP, mais les complexes formés vont agir en bloquant la mTOR, facteur 
de signalisation intracellulaire déclenché après stimulation du récepteur à l’IL-2. Il en résulte 
une inhibition de la progression du cycle cellulaire de la phase G1 à S, avec pour 
conséquence un arrêt de la prolifération des lymphocytes [4].
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Figure 1.1. Sites d’action des immunosuppresseurs (voir texte pour explications).
Le premier représentant de cette catégorie est le sirolimus, un antibiotique macrocyclique 
initialement connu sous le nom de rapamycine et produit par le Streptomyces hygroscopicus.
Isolé pour la première fois à partir d’échantillons de sol collectés à l’Ile de Pâques (Rapa Nui) 
au début des années 1970 [5], ce composé a tout d’abord montré une activité 
particulièrement puissante chez l’animal contre la levure Candida albicans, ainsi qu’une 
activité immunosuppressive dans des modèles de maladies auto-immunes chez le rat [6]. Ce 
n’est que bien plus tard que son activité pour la prévention du rejet de greffe a été 
investiguée [7]. Le sirolimus a été admis sur le marché suisse en 2000 et est devenu un 
important composant des thérapies immunosuppressives, en raison notamment d’un 
synergisme pharmacologique important avec les inhibiteurs de la calcineurine [8-10]. Un 
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nouvel inhibiteur de la mTOR, l’everolimus, a été commercialisé récemment. Ce composé, 
initialement dénommé SDZ-RAD, est le dérivé 40-O-(2-hydroxyéthyl) du sirolimus [11].
1.1.3. Antimétabolites
Les expérimentations initiales réalisées au début du siècle passé utilisant des agents 
cytotoxiques (benzène, toluène, irradiations) dans le but d’interrompre la réponse 
immunitaire ont ouvert la porte à l’utilisation d’agents antimétabolites dans le cadre de la 
transplantation d’organes, dont le premier représentant apparu vers la fin des années 1950 
était la 6-mercaptopurine (6-MP) [12]. Les inconvénients de cette molécule incluaient une
faible biodisponibilité et une grande variabilité interindividuelle, ce qui a pu être remédié dès 
1961 avec l’apparition de l’azathioprine, dérivé nitro-imidazolé de la 6-MP [13]. Pendant 
près de 20 ans, la combinaison de cette molécule avec des corticostéroïdes et des anticorps 
polyclonaux anti-lymphocytaires a servi de thérapie immunosuppressive chez la plupart des 
patients transplantés. Aujourd’hui, l’azathioprine est généralement utilisée en combinaison 
avec un inhibiteur de la calcineurine et des corticostéroïdes [14].
L’azathioprine est un pré-médicament qui est rapidement converti en 6-MP puis en une série 
de métabolites intracellulaires dont les actions principales se situent au niveau du blocage de 
l’inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH) et de la phosphoribosyl-pyrophosphate 
aminotransférase, enzymes clés impliqués dans la synthèse de novo des bases puriques. 
Certains métabolites agissent également par incorporation frauduleuse dans l’ADN. Un effet 
cytostatique est obtenu par blocage de la réplication de l’ADN, avec pour conséquence une 
inhibition d’un grand nombre de fonctions lymphocytaires [13,15].
Un autre agent antimétabolite, le mycophénolate mofétil (MMF), a été commercialisé en 
1995. Il s’agit du pré-médicament 2-morpholinoéthyl-ester de l’acide mycophénolique (MPA), 
composé actif isolé du Penicillium glaucum. Ce composé agit par inhibition non compétitive 
et réversible de l’IMPDH et de la guanylate synthétase, résultant en un blocage de la 
synthèse de novo de la guanine. Les lymphocytes B et T sont hautement dépendants de cet 
apport pour leur prolifération, tandis que d’autres cellules peuvent obtenir de la guanine à 
partir de voies de récupération. Il en découle une inhibition de la prolifération des 
lymphocytes ainsi que de leurs fonctions, incluant la formation d’anticorps, l’adhésion 
cellulaire et la migration [13]. Le MPA semble présenter une meilleure sélectivité vis-à-vis 
des lymphocytes que l’azathioprine [16]. Un autre précurseur du MPA, le mycophénolate de 
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sodium (MPS), a obtenu l’autorisation de mise sur le marché suisse en 2002. Ce composé, 
disponible sous une forme gastro-résistante, a été développé dans le but d’augmenter la 
tolérance au niveau de la partie supérieure du tractus digestif [17].
1.1.4. Corticostéroïdes
L’introduction des corticostéroïdes en tant que traitement immunosuppresseur dans les 
années 1960 a été un élément clé des thérapies après transplantation d’organes. Les 
principaux représentants utilisés dans ce contexte sont la prednisone et la 
méthylprednisolone. Ces molécules agissent principalement par une diminution de 
l’expression des gènes codant pour les cytokines, interrompant ainsi l’activation des 
lymphocytes T et l’atteinte tissulaire médiée par les macrophages. Les corticostéroïdes 
produisent également des effets anti-inflammatoires non spécifiques et des effets anti-
adhésion pouvant contribuer à l’immunosuppression [3].
1.1.5. Anticorps polyclonaux et monoclonaux
Vers la fin des années 1960 sont apparus les premiers anticorps polyclonaux anti-
lymphocytaires. Ces derniers sont obtenus à partir de sérums de lapins ou de chevaux 
immunisés par des lymphocytes T humains. Après administration au patient, ces anticorps 
diminuent le nombre de lymphocytes en circulation, s’opposant de ce fait à la réponse 
immunitaire [18]. Ces agents présentent le désavantage de provoquer une 
immunosuppression non spécifique et leur efficacité et toxicité peuvent varier d’un lot à 
l’autre. En 1981 a été commercialisé le premier anticorps monoclonal, le muromonab-CD3, 
de type murin, dont la spécificité porte sur le récepteur CD3 présent sur les lymphocytes T. 
Sa liaison provoque la modulation et l’inactivation immunologique des cellules CD3+
impliquées dans le processus de rejet de greffe. L’obstacle principal de cette thérapie réside 
dans le fait qu’environ 50% des patients produisent des anticorps contre les anticorps 
administrés avec pour conséquence une résistance au traitement [13]. Un nouveau type 
d’anticorps a été mis sur le marché dès 1998, il s’agit d’anticorps monoclonaux recombinants 
dont les représentants sont le basiliximab (chimérique murin/humain) et le daclizumab
(humain). Ces derniers bloquent spécifiquement le récepteur à l’IL-2 présent sur les 
lymphocytes T, conduisant ainsi à une inhibition de leur activation et prolifération [19].
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1.2. Pharmacocinétique
1.2.1. Ciclosporine
La ciclosporine était initialement disponible sous forme d’une préparation huileuse 
(Sandimmun®) dont l’absorption intestinale était mauvaise, dépendante de la bile et sujette à 
une importante variabilité [13]. Ces inconvénients ont pu être en partie diminués grâce à 
l’introduction dès 1995 d’une nouvelle formulation de type microémulsion préconcentrée 
(Sandimmun Neoral®). Les concentrations sanguines maximales sont atteintes généralement 
après 1-2 h et la biodisponibilité s’élève à 30-60% [20]. En raison de sa liposolubilité, la 
ciclosporine est largement distribuée dans l’organisme, avec un volume de distribution de 
3-5 l/kg [20]. Au niveau sanguin, on la retrouve à 41-58% dans les érythrocytes, 4-9% dans 
les lymphocytes, 4-12% dans les granulocytes et 33-47% dans le plasma [21]. Dans cette 
dernière fraction, elle est liée à 90-98% aux protéines, principalement aux lipoprotéines [22]. 
La séquestration importante à l’intérieur des érythrocytes serait due à leur contenu abondant 
en immunophilines.
La ciclosporine est métabolisée à plus de 99% par les cytochromes P450 3A4 et 3A5 
(CYP3A4/5) dans la paroi intestinale et au niveau hépatique. Plus de 30 métabolites 
différents sont formés par hydroxylation, déméthylation et cyclisation (Figure 1.2.). Ces 
derniers sont désignés par A pour « ciclosporine A », puis M pour « métabolite » et 
finalement par un numéro indiquant l’acide aminé sur lequel se produit la modification. 
L’utilisation de deux numéros indique une transformation similaire à deux emplacements. 
Lorsque ni un N (qui désigne une N-déméthylation) ou un c (qui désigne une cyclisation) 
n’est indiqué, il s’agit d’une hydroxylation [23-25]. Les métabolites principaux rencontrés 
dans le sang sont l’AM1, AM4N et AM9 qui comptent respectivement pour 70%, 21% et 
7.5% de l’aire sous la courbe des concentrations sanguines (AUC) en ciclosporine [20]. Aux 
taux résiduels, des concentrations en hydroxy-ciclosporine supérieures à celles en molécule 
mère ont été observées [26]. Certains métabolites sont actifs, le principal est l’AM1 avec une 
activité immunosuppressive correspondant à 10-20% de celle de la ciclosporine, suivi de 
l’AM9 et de l’AM4N [25,27]. Il a été rapporté que des concentrations d’AM1 et d’AM19 
augmentées pouvaient être liées à l’apparition de néphrotoxicité [28]. D’après les données 
disponibles, il n’est pas possible de conclure si la mesure spécifique individuelle des 
métabolites est cliniquement significative. 
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Figure 1.2.  Principaux métabolites de la ciclosporine.
Les métabolites sont excrétés à plus de 90% dans la bile et seulement 6% sont retrouvés 
dans l’urine [29]. Les concentrations de ciclosporine déclinent généralement de manière 
biphasique avec une demi-vie d’élimination terminale se situant entre 5-18 h [28]. Le Tableau 
1.2. à la fin de ce chapitre présente un résumé des principaux paramètres 
pharmacocinétiques des différents immunosuppresseurs.
1.2.2. Tacrolimus
L’absorption du tacrolimus est également sujette à une grande variabilité, avec des 
concentrations sanguines maximales atteintes après environ 1.5 h (0.5-4 h) et une 
biodisponibilité variant entre 6-43% [30]. Son volume de distribution est d’environ 2.5 l/kg 
[31]. Dans le sang total, le tacrolimus est lié à 92-98% aux érythrocytes [32]. La portion 
présente dans le plasma est liée à 99% aux protéines, principalement à l’albumine et à 
l’-1-glycoprotéine acide [30].
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Figure 1.3. Principaux sites de métabolisation du tacrolimus.
Le tacrolimus systémique est métabolisé à plus de 99% au niveau hépatique par les 
CYP3A4/5. Ces isoenzymes sont également présentes au niveau de la paroi intestinale et il 
a été estimé qu’elles étaient responsables d’une biotransformation présystémique d’environ 
50% de la dose [30]. Plus de 15 métabolites différents ont été identifiés in vitro (Figure 1.3.), 
avec une activité immunosuppressive équivalente à celle de la molécule mère pour le 
31-O-déméthyl-tacrolimus. L’activité des autres métabolites était très faible ou négligeable 
[33,34]. Dans le sang de patients transplantés rénaux ou hépatiques, les principaux 
métabolites retrouvés étaient le déméthyl-, hydroxy-, déméthylhydroxy-, didéméthyl- et 
didéméthylhydroxy-tacrolimus qui ont compté en moyenne pour 43% (0-152%) de la 
concentration résiduelle en tacrolimus [35-37]. L’élimination des métabolites se fait 
majoritairement par voie biliaire (> 95%), moins de 2% sont retrouvés dans l’urine. La demi-
vie d’élimination est de 12-15 h en moyenne, avec des valeurs plus élevées rencontrées 
dans certains cas [38,39].
1.2.3. Sirolimus
Après administration orale, les concentrations sanguines maximales sont atteintes après 
1-3 h [40]. Chez des patients recevant simultanément de la ciclosporine microémulsion, la 
biodisponibilité du sirolimus a été estimée à environ 15% en raison d’une importante 
métabolisation intestinale et hépatique. Lorsque les deux médicaments étaient pris 
séparément, une diminution des taux sanguins d’environ 1/3 a été observée. Une inhibition
par la ciclosporine des CYP3A4/5 et du contre-transport intestinal réalisé par la 
cyclisation de 19 à 22 
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glycoprotéine P (P-gp) peut être à l’origine de cette interaction [7,28]. Le volume de 
distribution du sirolimus est d’environ 1.7 l/kg [28]. Dans le sang complet, 95-97% de la 
substance est distribuée dans les érythrocytes, 3% dans le plasma, 1% dans les 
lymphocytes et 1% dans les granulocytes [41,42]. Dans la fraction plasmatique, environ 
2.5% se trouve sous forme libre, le reste étant lié aux protéines (40% aux lipoprotéines).
Le sirolimus est fortement métabolisé par les CYP3A4/5 [43]. A l’aide de microsomes 
hépatiques humains, 12 métabolites ont été isolés, avec une proposition de structure pour 
dix d’entre eux: 46-, 24-, 25-, 12-, 11-, 14- et 49-hydroxy- ainsi que 39-O-, 27-O- et 16-O-
déméthyl-sirolimus (Figure 1.4.). Le 39-O-déméthyl- était le métabolite principal [44]. Dans le 
sang de patients greffés rénaux, les métabolites hydroxy-, déméthyl-, dihydroxy- et 
didéméthyl-sirolimus ont été identifiés, les deux premières formes étant majoritaires. Les 
concentrations cumulées en métabolites aux taux résiduels étaient d’environ 30% des 
concentrations en sirolimus [45,46]. La majorité des métabolites sont inactifs, seuls 
quelques-uns ont une activité immunosuppressive correspondant au maximum à 10% de 
celle de la molécule mère [47-49].
Figure 1.4. Principaux sites de métabolisation du sirolimus.
Les métabolites sont excrétés en majorité par la bile, 91% de la quantité est retrouvée dans 
les selles et seulement 2% dans l’urine. De manière similaire à la ciclosporine et au 
tacrolimus, les troubles de la fonction hépatique ont pour conséquence une augmentation 
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des concentrations en sirolimus et métabolites [50]. La demi-vie d’élimination est 
relativement longue, elle se situe aux alentours de 62  16 h [40]. Une dose de charge est 
ainsi nécessaire pour atteindre rapidement les concentrations à l’état d’équilibre. Cependant, 
cette molécule présente l’avantage de pouvoir être administrée en une dose journalière 
unique, contrairement à la ciclosporine et au tacrolimus dont la prise habituelle est de deux 
fois par jour [50].
1.2.4. Everolimus
L’everolimus est absorbé rapidement avec des concentrations sanguines maximales 
atteintes après 1-2 h [26]. La biodisponibilité est similaire à celle du sirolimus, avec une forte 
métabolisation pré-systémique [29]. Il semble que cette molécule présente moins de 
variabilité intra-individuelle au niveau des concentrations sanguines que le sirolimus [51]. 
Son volume de distribution est d’environ 1.5 l/kg [52] et une liaison à plus de 75% aux 
érythrocytes a été rapportée [53].
Cet agent est métabolisé majoritairement par les CYP3A4/5, principalement par 
déméthylation et hydroxylation. Treize métabolites ont été mis en évidence à partir de 
microsomes hépatiques humains et une structure a été proposée pour onze d’entre eux. Il 
s’agit du 46-, 24-, 25-, 12-, 11-, 14- et 49-hydroxy-, du 39-O-, 27-O- et 16-O-déméthyl- ainsi 
que du 40-O-déhydroxyéthyl-everolimus, c’est à dire le sirolimus. La formation de ce dernier 
composé était une voie mineure et ne comptait que pour 5% de tous les métabolites, 
indiquant que l’everolimus n’est pas un pré-médicament du sirolimus. Les sites de 
métabolisation étaient similaires pour ces deux immunosuppresseurs, mais des différences 
ont été observées quant aux proportions des différents métabolites formés. Une quantité
beaucoup plus faible de 39-O-déméthyl- a notamment été observée avec l’everolimus, alors 
que ce métabolite était majoritaire pour le sirolimus [44]. Dans le sang de patients 
transplantés rénaux, le métabolite principal identifié était l’hydroxy- qui a compté pour la 
moitié de l’AUC de l’everolimus, suivi du déméthyl- et du dihydroxy- [26]. Selon différentes 
études, des demi-vies d’élimination de 16-19 h et de 24-35 h ont été rapportées chez des 
patients transplantés rénaux [54,55]. La demi-vie d’élimination de l’everolimus plus courte 
que celle du sirolimus nécessite la prise du médicament deux fois par jour [13]. Les
métabolites sont éliminés en majorité par la bile.
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1.2.5. Mycophénolate mofétil
Le pré-médicament MMF est rapidement hydrolysé après administration par des estérases 
en MPA [29]. La concentration plasmatique maximale en composé actif est atteinte après 
1-2 h et la biodisponibilité s’élève à 81-94%. La pharmacocinétique du MPA montre une 
grande variabilité intra- et inter-patients, des AUCs variant jusqu’à 10 fois ont été observées 
chez des individus recevant des doses fixes de MMF [56]. Le MPS est également 
rapidement converti en MPA et présente un profil d’absorption assez similaire à celui du 
MMF, avec des concentrations maximales en MPA atteint après 1-3 h et une biodisponibilité 
d’environ 71% [39]. Le MPA est lié fortement lié à l’albumine sérique (97-99%) et son volume 
de distribution est d’environ 4 l/kg. En cas d’insuffisance rénale, la liaison aux protéines 
plasmatiques peut diminuer, avec pour résultat une augmentation de la fraction libre de 
MPA, facteur déterminant de l’activité immunosuppressive [57].
Figure 1.5.  Métabolisation du mycophénolate mofétil.
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Le MPA est métabolisé principalement au niveau hépatique par l’uridine diphosphate 
glucuronyltransférase en conjugué 7-O-glucuronide de l’acide mycophénolique (MPAG), 
avec perte de l’activité immunosuppressive (Figure 1.5.). Au niveau plasmatique, il existe un 
équilibre dynamique entre le MPA et le MPAG. Ce dernier composé est éliminé 
majoritairement par voie rénale (96%) [29]. Une petite fraction de MPAG, éliminée dans les 
selles via la bile, est déglucuronidée au niveau intestinal et réabsorbée sous forme de MPA, 
formant un cycle entéro-hépatique. Un deuxième pic de concentration plasmatique est 
généralement observé 6-12 h après administration, contribuant à environ 40% de l’AUC 
observée [58]. Deux métabolites minoritaires ont également été identifiés dans le plasma, il 
s’agit du conjugué 7-O-glucoside et de la forme acyl-glucuronide (AcMPAG) 
pharmacologiquement active [29,59,60]. La relevance clinique de ce métabolite actif n’est 
pas claire et nécessite des études complémentaires. La demi-vie d’élimination du MPA varie 
entre 9-17 h [39].
1.2.6. Azathioprine
Environ 50% de la dose d’azathioprine est absorbée après administration par voie orale, 
avec une concentration plasmatique maximale atteinte après 1-2 h. L’azathioprine et le 
métabolite actif 6-MP sont modérément liés (30% environ) aux protéines plasmatiques [13].
Le métabolisme de l’azathioprine est complexe et non entièrement élucidé (Figure 1.6.). 
Après administration, ce pré-médicament est rapidement converti en 6-MP à l’aide de la 
glutathion-S-transférase (GST). La 6-MP est ensuite métabolisée selon 3 voies compétitives. 
L’hypoxanthine guanine phosphoribosyltransférase (HGPRT) catalyse la génération d’acide 
thioinosinique qui est ensuite converti par l’IMPDH en 6-thioguanine nucléotides (6-TGNs), 
métabolites actifs pouvant s’incorporer frauduleusement dans l’ADN. La 6-MP est également 
oxydée par la xanthine oxydase (XO) ou S-méthylée par la thiopurine-S-méthyltransférase 
(TPMT) avec formation de métabolites inactifs [29]. Les demi-vies d’élimination de 
l’azathioprine, de la 6-MP et des autres métabolites sont respectivement de 10 min, 1 h et 
5 h environ. Les métabolites sont éliminés majoritairement par voie rénale.
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Figure 1.6. Principales voies de métabolisation de l’azathioprine.
Tableau 1.2. Résumé des principales caractéristiques pharmacocinétiques des immunosuppresseurs.
Biodisponibilité
Volume de 
distribution
Répartition 
sanguine
Métabolisation
Demi-vie 
d’élimination
Ciclosporine 
microémulsion
30-60% 3-5 l/kg
41-58% 
érythrocytes
CYP3A4/5 5-18 h
Tacrolimus 6-43% ~2,5 l/kg
92-98% 
érythrocytes
CYP3A4/5 12-15 h
Sirolimus ~15% ~1.7 l/kg
95-97% 
érythrocytes
CYP3A4/5 62  16 h
Everolimus ? ~1.5 l/kg
>75% 
érythrocytes
CYP3A4/5 16-35 h
MMF 81-94% ~4 l/kg
97-99% 
albumine
glucuro-
conjugaison
MPA: 9-17 h
Azathioprine ~50% ?
30% protéines 
plasmatiques
GST, HGPRT, 
IMPDH, XO, TPMT
6-MP: 1h 
métabolites actifs: 5 h
MMF: mycophénolate mofétil; MPA: acide mycophénolique; GST: glutathion-S-transférase; HGPRT: 
hypoxanthine guanine phosphoribosyltransférase; IMPDH: inosine monophosphate déshydrogénase; XO: 
xanthine oxydase; TPMT: thiopurine-S-méthyltransférase; 6-MP: 6-mercaptopurine.
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1.3. Suivi thérapeutique
Une thérapie immunosuppressive optimale est un élément essentiel dans la prévention d’un 
rejet après transplantation d’organe. Le suivi thérapeutique de la plupart de ces 
médicaments, qui consiste à individualiser la posologie sur la base de la concentration 
sanguine individuelle, a permis de réduire leur toxicité et de diminuer l’incidence de rejet de 
greffe. Cet outil a été accepté comme étant indispensable à la prise en charge des patients 
transplantés et a contribué à l’augmentation de leur durée de vie observée ces dernières 
années [51]. 
Le suivi thérapeutique des inhibiteurs de la calcineurine et de la mTOR est recommandé 
notamment en raison de leurs marges thérapeutiques étroites. Ils ne déploient leur effet 
pharmacologique désiré avec une tolérance acceptable qu’à l’intérieur d’un faible domaine 
de concentrations sanguines. Les conséquences d’un sous-dosage peuvent être 
désastreuses (rejet de greffe, décès), il en est de même en cas de surdosage avec 
l’apparition d’une toxicité médicamenteuse importante. De plus, leur pharmacocinétique 
présente une grande variabilité, avec une absence de corrélation entre la dose et les 
concentrations sanguines, principalement en raison d’une métabolisation par les CYP3A4/5 
et d’un transport par la P-gp. Ces molécules sont également sujettes à de nombreuses 
interactions médicamenteuses pouvant modifier leurs concentrations sanguines.
Alors que le dosage de la plupart des médicaments s’effectue dans le plasma, ces 
immunosuppresseurs sont quantifiés dans le sang complet, en raison d’une grande 
distribution dans les érythrocytes [41,61-63]. Cette distribution est variable et dépend entre 
autres de la concentration en principe actif, de la teneur en lipoprotéines plasmatiques, de 
l’hématocrite et de la température [32,64]. Du point de vue analytique, les concentrations 
plus élevées rencontrées dans le sang complet que dans le plasma permettent une 
quantification plus aisée.
1.3.1. Ciclosporine
Le suivi thérapeutique de la ciclosporine a été introduit dans la pratique clinique depuis plus 
de 20 ans. La valeur la plus couramment utilisée est la concentration sanguine résiduelle 
(C0), mesurée juste avant l’administration de la dose suivante (Tableau 1.3.). Cependant, il 
est actuellement établi que la corrélation entre C0 et l’exposition totale au médicament n’est 
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pas optimale et que la valeur prédictive de ce paramètre dans la survenue d’un rejet aigu et 
de néphrotoxicité est limitée [51].
Tableau 1.3. Marges thérapeutiques de la ciclosporine basées sur C0 [65].
Type de transplantation Fonction rénale
Période post-
transplantation
Valeurs cibles de C0
[ng/ml]
Rénale Normale Initiale 100-250
Dès 3 mois 100-150
Diminuée 100-125
Initiale 150-250Hépatique, cardiaque, 
pulmonaire, moelle osseuse Dès 3 mois ou 1 an 100-150
Il a été montré que l’AUC0-12 présentait une meilleure corrélation que C0 avec la survie du 
greffon [66]. La mesure de l’exposition totale nécessite cependant de nombreux 
prélèvements, ce qui est coûteux et difficilement réalisable en pratique. Le suivi 
thérapeutique basé sur l’AUC0-12 peut être simplifié en utilisant des stratégies 
d’échantillonnages limités et en procédant à une estimation de ce paramètre selon l’un des 
nombreux algorithmes développés, comme par exemple une mesure à 2 h (C2) et à 6 h (C6)
après l’administration pour estimer l’absorption et l’élimination [67].
Par ailleurs, il a été mis en évidence que la plus grande variabilité pharmacocinétique se 
produisait dans les 4h après la prise de la ciclosporine microémulsion [68] et que l’utilisation 
de l’AUC de la phase d’absorption (AUC0-4) permettait d’obtenir une bonne prédiction du 
devenir clinique précoce [69]. Des valeurs d’AUC0-4 plus faibles ont été observées chez des 
patients ayant présenté un épisode de rejet aigu par rapport à ceux n’ayant pas rencontré 
cette complication, alors que les concentrations résiduelles étaient identiques dans les deux 
groupes [69]. Il a également été observé que le plus grand effet pharmacodynamique se 
produisait dans les 2 h après l’administration du médicament, d’où l’importance de la 
vérification des taux à ce moment là [70,71].
D’autre part, il a été montré que la détermination de C2 uniquement donnait une bonne 
estimation de l’AUC0-4 [51]. Une incidence de rejets aigus plus faible a été observée chez 
des patients dont les doses étaient adaptées en fonction de C2, par rapport au groupe 
contrôle recevant des doses permettant d’atteindre des valeurs cibles basées sur C0, avec 
une tolérance identique dans les 2 groupes [72]. Il est actuellement admis que le suivi 
thérapeutique de la ciclosporine basé sur la mesure de C2 représenterait un indice plus 
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sensible que C0 dans la prédiction de la survenue d’un épisode de rejet aigu (Tableau 1.4.) 
[73,74].
Tableau 1.4. Marges thérapeutiques de la ciclosporine basées sur C2 [51].
Type de transplantation 
Période post-
transplantation [mois]
Valeurs cibles de C2
[ng/ml]
Hépatique 0-3 1000
3-6 800
> 6 600
Rénale 1 1700
2 1500
3 1300
4-6 1100
7-12 900
> 12 800
Il est recommandé de procéder à un dosage sanguin 1-2 jours après la transplantation, puis 
2-3 fois par semaine pendant les 3-6 premiers mois jusqu’à stabilisation du patient. La 
mesure des concentrations sanguines peut ensuite être espacée de plusieurs mois, en 
l’absence de modification de la posologie, des traitements concomitants ou de l’état clinique 
du patient [28].
Perspectives - mesure des concentrations intracellulaires
Des études réalisées ces dernières années chez des patients transplantés rénaux se sont 
intéressées à la mesure des concentrations de ciclosporine au niveau des cellules cibles, les 
cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMCs). Ces investigateurs ont observé un 
manque de corrélation entre les concentrations sanguines et intracellulaires [75,76]. Des 
taux résiduels dans les PBMCs plus faibles ont été mis en évidence chez les patients ayant 
présenté un épisode de rejet aigu, malgré des concentrations sanguines (C0) dans les 
marges thérapeutiques [77,78]. En mesurant les concentrations intracellulaires maximales, 
ces mêmes auteurs ont également constaté des valeurs plus faibles lors de rejet aigu, alors 
qu’il n’y avait pas de différences au niveau des concentrations sanguines résiduelles et 
maximales entre les groupes avec et sans rejet [79,80]. Aucune relation n’a pu être établie 
dans ces études entre les concentrations maximales dans le sang ou les PBMCs et la 
survenue de néphrotoxicité.
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La proportion de ciclosporine présente dans les PBMCs peut être influencée entre autres par 
la présence de transporteurs membranaires expulsant le médicament à l’extérieur des 
cellules. Il s’agit notamment de la P-gp, dont l’activité varie fortement entre les individus [81]. 
La présence de sites de liaisons hydrophobes dans le sang, comme les érythrocytes, les 
lipoprotéines et la cyclophilline B, peuvent également avoir une influence sur la distribution 
de la ciclosporine dans les PBMCs [82,83].
1.3.2. Tacrolimus
Une bonne corrélation a été mise en évidence entre l’exposition totale en tacrolimus et la 
concentration résiduelle [38,84]. Cette valeur est devenue le standard dans l’optimisation des 
thérapies (Tableau 1.5.). Cependant, d’autres études ont observé des corrélations très 
variables entre C0 et l’AUC et il semblerait qu’une mesure des concentrations à C2 ou C4 soit 
utile [85,86]. Des investigations complémentaires sont souhaitées dans ce domaine afin 
d’améliorer la qualité des adaptations posologiques [51].
Tableau 1.5. Marges thérapeutiques du tacrolimus [51].
Type de transplantation 
Période post-
transplantation [mois]
Valeurs cibles de C0
[ng/ml]
Hépatique 1-12 5-20
Rénale 1-3 7-20
4-12 5-15
1.3.3. Sirolimus
Il a été montré que C0 pouvait être utilisé pour le suivi thérapeutique du sirolimus, en raison 
de la présence d’une bonne corrélation entre cette valeur et l’AUC, l’efficacité et l’apparition 
d’effets secondaires [42,87-89]. Cependant, il manque encore des études prospectives 
testant les valeurs de C0 selon un protocole rigoureux permettant de compenser le biais dû 
aux différences d’exposition à la ciclosporine concomitante [51]. Le Tableau 1.6. indique les 
marges thérapeutiques recommandées en fonction des concentrations de ciclosporine. 
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Tableau 1.6. Marges thérapeutiques du sirolimus [51].
Réduction des doses de ciclosporine Valeurs cibles de C0 [ng/ml]
30% 5-10
60% 10-15
100% > 20
Un dosage sanguin peut être effectué à partir de 4 jours post-transplantation. Il est ensuite 
recommandé de quantifier le sirolimus toutes les semaines lors du premier mois, puis toutes 
les deux semaines pendant le deuxième mois. Après stabilisation du patient, les contrôles 
peuvent être espacés [50].
1.3.4. Everolimus
Les informations obtenues ces dernières années ont indiqué que le suivi thérapeutique de 
l’everolimus était bénéfique [90,91]. Une bonne corrélation a été observée entre les taux 
résiduels et l’exposition totale au médicament [90,92]. Les marges thérapeutiques 
recommandées se situent entre 3-8 ng/ml (C0) pour la période post-transplantation allant de 
0-12 mois [93]. 
1.3.5. Mycophénolate mofétil
Le suivi thérapeutique du MMF se base sur la mesure du métabolite actif, le MPA. 
Contrairement aux autres immunosuppresseurs, les dosages sont effectués dans le plasma, 
ce médicament n’étant pas lié aux érythrocytes [39]. Les données disponibles jusqu’à 
présent vont en faveur de la mesure des concentrations pour l’optimisation des traitements, 
mais les avis ne sont pas uniformes quant à l’utilisation de C0 ou de l’AUC0-12 [51]. Une 
incidence de rejets aigus plus faible a été observée chez les patients dont les doses étaient 
adaptées en fonction de C0 par rapport à ceux recevant des doses fixes [94]. D’un autre 
côté, une relation a été mise en évidence entre l’AUC0-12 et l’effet thérapeutique d’une part 
[95] et les effets secondaires d’autre part [96]. Les concentrations plasmatiques 
recommandées lors d’association avec la ciclosporine sont de 30-60 gh/ml pour l’AUC0-12, 
ce qui correspond approximativement à des taux résiduels entre 1-3.5 g/ml [28].
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Il est recommandé de procéder à un dosage plasmatique immédiatement après la 
transplantation, afin de s’assurer d’une biodisponibilité convenable, puis à des intervalles de 
plusieurs mois, ou lors de modifications thérapeutiques ou cliniques. Dans certains cas 
particuliers, il peut être utile de déterminer la fraction libre de MPA, notamment chez les 
patients présentant une baisse de l’albumine, observée lors d’insuffisance rénale par 
exemple [57].
1.3.6. Azathioprine
Aucune relation entre les concentrations plasmatiques d’azathioprine ou de 6-MP et 
l’efficacité ou la toxicité de ces molécules n’a été mise en évidence, il n’est par conséquent 
pas utile de mesurer leurs taux dans le plasma. Ces molécules sont hautement
métabolisées, plusieurs métabolites ont une activité significative et des concentrations 
tissulaires élevées peuvent être atteintes [97]. Une quantification des 6-TGNs dans les 
globules rouges a été proposée. Une corrélation entre ces concentrations intracellulaires et 
l’apparition d’une myélosuppression a été observée chez des patients transplantés [98,99].
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1.4. Pharmacogénétique
La pharmacogénétique, qui s’intéresse à la relation entre des polymorphismes génétiques 
(SNPs, single nucleotide polymorphisms) et les effets associés sur la pharmacocinétique ou 
la pharmacodynamie de médicaments, apporte au clinicien un nouvel outil potentiel 
permettant la prise de décisions thérapeutiques rationnelles se basant sur des spécificités 
individuelles. Dans le domaine de la transplantation, les principales études réalisées ces 
dernières années se sont intéressées aux inhibiteurs de la calcineurine, en raison de la 
découverte de SNPs au niveau des gènes codant pour les CYP3A4/5 et la P-gp. Ces études 
se justifient d’autant plus que ces agents présentent une grande variabilité 
pharmacocinétique ainsi que des marges thérapeutiques étroites, rendant leur utilisation 
clinique délicate, malgré un suivi régulier des concentrations sanguines. Cependant, le long 
processus de développement d’informations utiles en clinique à partir de données 
génétiques de base n’est qu’à son commencement et la plupart des informations actuelles 
n’offrent qu’une faible valeur prédictive.
1.4.1. Thiopurine-S-méthyltransférase
De nombreux polymorphismes génétiques ont été découverts suite à la mise en évidence 
d’activités enzymatiques caractérisées par des distributions plurimodales dans le cadre 
d’analyses phénotypiques. Ceci s’applique aux immunosuppresseurs, avec l’exemple de 
l’azathioprine, métabolisée entre autres par la TPMT. Au début des années 1980, de 
grandes différences interindividuelles au niveau de l’activité de cette enzyme ont été 
rapportées. Sur un collectif de sujets de race blanche, 89%, 11% et 0.3% avaient une activité 
respectivement élevée, intermédiaire et indétectable [100]. Chez des patients recevant de 
l’azathioprine, une activité TPMT faible ou indétectable a été associée à des concentrations 
élevées en métabolites actifs 6-TGNs, avec une toxicité médullaire accrue, pouvant conduire 
à un état de myélosuppression sévère. Inversément, l’efficacité de l’azathioprine était 
diminuée chez des individus avec une activité TPMT très élevée, en raison d’une 
métabolisation trop rapide [101,102]. Ces variations de l’activité ont été attribuées à un 
polymorphisme génétique au niveau du gène TPMT. Le variant allélique TPMT*3A, 
responsable d’une activité TPMT diminuée, code pour deux SNPs (G460A sur l’exon 7 et 
A719G sur l’exon 10), conduisant à une modification de la séquence d’acides aminés [103]. 
Le phénotypage de l’activité de la TPMT, qui est peut être facilement réalisé dans les 
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érythrocytes, ou le génotypage du gène TPMT, sont recommandés en clinique lors de 
l’initiation d’un traitement par de l’azathioprine [104].
1.4.2. Glycoprotéine P
Fonction et localisation tissulaire
La P-gp, membre de la famille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette), est une 
protéine transmembranaire de 170 kDa codée par le gène ABCB1 également appelé gène 
MDR1 (multi-drug resistance). La fonction de ce transporteur est d’expulser un grand 
nombre de composés endogènes, thérapeutiques ou toxiques à l’extérieur de la cellule. 
Cette protéine est composée de 1280 acides aminés arrangés en deux séquences 
homologues symétriques, chacune d’elles comportant 6 domaines transmenbranaires et un 
site de liaison pour l’ATP (Figure 1.7.). L’hydrolyse de ce dernier fournit l’énergie nécessaire 
au transport actif des substrats contre leur gradient de concentration [105].
Figure 1.7. Structure de la glycoprotéine P, d’après Tang et al. [106].
Ce transporteur a été identifié pour la première fois en 1976 sur des cellules ovariennes de 
hamster résistantes à la colchicine et le nom de glycoprotéine P (P pour perméabilité) lui a 
été donné [107]. En plus de sa présence au niveau de certaines cellules tumorales 
résistantes aux chimiothérapies [108], cette protéine est exprimée dans de nombreux tissus 
normaux, suggérant une fonction physiologique. On la retrouve entre autres à la surface 
apicale des entérocytes et des cellules des tubules proximaux rénaux, ainsi que sur la 
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membrane canaliculaire des hépatocytes [109]. Sa localisation à ces points stratégiques lui 
confère un rôle important de protection de l’organisme contre les xénobiotiques, en 
diminuant leur absorption intestinale et en favorisant leur élimination dans l’urine ou la bile. 
La P-gp est également exprimée au niveau de la surface luminale de l’endothélium des
capillaires sanguins du cerveau [110], des testicules, des ovaires et du placenta [111], 
protégeant ainsi ces organes clés en participant aux barrières physiologiques, 
respectivement hémato-encéphalique, gonadique et placentaire. Ce transporteur a 
également été identifié au niveau de certaines cellules sanguines dont les lymphocytes B et 
T [81].
Substrats
De nombreux médicaments incluant des agents anticancéreux (paclitaxel, irinotecan), des 
antiviraux (ritonavir, saquinavir), des antibiotiques (érythromycine, levofloxacine), des 
antiarythmiques (quinidine, digoxine) et des antihypertenseurs (diltiazem, talinolol) sont des 
substrats de la P-gp [112]. Certaines molécules peuvent également inhiber ou induire ce 
transporteur (cf. chapitre interactions). En ce qui concerne les immunosuppresseurs, la 
ciclosporine [113,114], le tacrolimus [113,114], le sirolimus [115,116], l’everolimus [117] et le 
MMF [118] sont des substrats et inhibiteurs compétitifs de ce transporteur. Il a été montré 
que la ciclosporine et le tacrolimus étaient aussi des inducteurs de l’expression de cette 
protéine [119-122]. Un grand nombre de molécules transportées par la P-gp sont également 
des substrats d’enzymes de métabolisation, notamment des CYP3A4/5, ces deux systèmes 
agissant en commun dans la protection de l’organisme contre les agents toxiques [123].
Polymorphismes du gène ABCB1
Les SNPs sont des différences isolées de nucléotides entre individus et représentent les 
variations de séquence les plus courantes au niveau du génome humain. Le gène ABCB1, 
qui est localisé sur la région chromosomique 7q21 et se compose de 28 exons, a été 
largement étudié ces dernières années à la recherche de SNPs [124-129]. Kroetz et al. ont 
identifié 48 variants différents, dont 6 localisés sur des régions non codantes, 23 au niveau 
d’introns et 19 sur des exons (Tableau 1.7.), incluant 13 non-synonymes conduisant à un 
changement au niveau d’un acide aminé et 6 synonymes n’induisant pas de modifications 
dans la séquence des acides aminés [130].
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Tableau 1.7. SNPs du gène ABCB1 localisés sur des exons, adapté de Kroetz et al. [130].
Nucléotide Acide aminé
Exon
Position Changement Position Changement 
2 61 AG 21 AsnAsp
4 266 TC 89 MetThr
8 729 AG 243 Synonyme
8 781 AG 261 IleVal
11 1199 GA 400 SerAsn
12 1236 CT 412 Synonyme
12 1308 AG 436 Synonyme
14 1617 CT 539 Synonyme
16 1985 TG 662 LeuArg
16 2005 CT 669 ArgCys
21 2547 AG 849 IleMet
21 2650 CT 884 Synonyme
21 2677 GT 893 AlaSer
GA 893 AlaThr
25 3151 CG 1051 ProAla
26 3322 TC 1108 TrpArg
26 3421 TA 1141 SerThr
26 3435 CT 1145 Synonyme
28 3751 GA 1251 ValIle
28 3767 CA 1256 ThrLys
Les variants les plus étudiés et pour lesquels des conséquences biologiques ou cliniques ont 
été mises en évidence sont les SNPs C1236T (exon 12), G2677T/A (exon 21) et C3435T 
(exon 26). Le SNP G2677T/A est non-synonyme et peut conduire à deux changements 
d’acides aminés: Ala893Ser (G2677T) et Ala893Thr (G2677A), alors que les SNPs C1236T 
et C3435T sont synonymes. La fréquence de ces variants diffère selon les ethnies, avec une 
proportion nettement plus faible d’individus présentant un allèle muté chez les Africains par 
rapport aux Caucasiens et Asiatiques (Tableau 1.8.). D’autre part, une fréquence plus élevée 
d’allèles 2677A et 1236T a été observée chez les Asiatiques en comparaison aux 
Caucasiens. Un total de 64 haplotypes différents ont été mis en évidence au niveau du gène 
ABCB1 [130], avec une forte liaison entre les SNPs C1236T, G2677T/A et C3435T (Tableau 
1.9.).
Tableau 1.8. Fréquence des allèles mutés des principaux SNPs 
du gène ABCB1 selon différentes ethnies, adapté de Marzolini et al. [131].
C3435T G2677T/A C1236T
Populations
allèle T allèle T allèle A allèle T
Caucasiens 46-57% 38-46% 2-10% 34-42%
Asiatiques 37-66% 36-62% 3-22% 60-72%
Africains 10-27% 15% non effectué 15%
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Tableau 1.9. Fréquence des principaux haplotypes du 
gène ABCB1 selon différentes ethnies, adapté de Marzolini et al. [131].
G2677T/A-C3435T
Populations
GG-CC GT-CT TT-TT
Caucasiens 19-24% 30-36% 15-24%
Asiatiques 11-23% 15-39% 9-23%
Africains 44% 13% 0%
C1236T-G2677T/A-C3435T
CC-GG-CC CT-GT-CT TT-TT-TT
Caucasiens 24-25% 24-29% 8-22%
Asiatiques 6% 17% 17%
Africains 44% 13% 0%
SNPs du gène ABCB1 et pharmacocinétique des immunosuppresseurs
La P-gp présente une grande variabilité d’expression et d’activité, qui peut être attribuée à 
des facteurs comme l’âge, le sexe, l’environnement (médicaments, fumée, régime 
alimentaire) ou des comorbidités. Par ailleurs, cette variabilité possèderait également une 
importante composante génétique. Les données actuelles sont cependant contrastées et les 
conséquences moléculaires et cliniques des différents SNPs du gène ABCB1 restent encore
à préciser.
Le SNP C3435T a été le premier à être associé à une modification de l’expression de la P-gp 
[125]. Dans cette étude réalisée chez des volontaires sains, une diminution de l’expression 
du transporteur au niveau duodénal ainsi qu'une augmentation concomitante des taux 
plasmatiques de digoxine a été observée chez les individus homozygotes pour l’allèle muté 
3435T, suggérant une activité P-gp réduite chez les porteurs de ce génotype. L’allèle 3435T 
a également été associé à une diminution de l’expression de la P-gp au niveau des PBMCs 
[132] ainsi qu’à une activité plus faible dans les cellules CD56+ [133,134]. En ce qui 
concerne les immunosuppresseurs (Tableau 1.10.), des concentrations sanguines de 
ciclosporine plus élevées ont été observées avec le génotype 3435TT chez des patients 
greffés rénaux [135] et hépatiques [136]. Des résultats similaires ont été obtenus avec le 
tacrolimus dans le cadre de la transplantation rénale [137], hépatique [138], pulmonaire [139]
et cardiaque [140]. Le SNP C3435T étant synonyme, il a été postulé que les effets observés 
pourraient être attribués à la présence de la forte liaison entre ce SNP et le non-synonyme 
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G2677T/A, pour lequel des effets biologiques ont été constatés. L’allèle muté 2677T a été 
associé à une diminution de l’expression de la P-gp au niveau du placenta [126], de même 
qu’à des taux sanguins de tacrolimus plus élevés chez des patients transplantés [139,140]. Il 
a été suggéré qu’une analyse par haplotype serait un meilleur indicateur d’un effet clinique 
qu’un SNP isolé. Des études s’intéressant à la combinaison C1236T-G2677T/A-C3435T ont 
ainsi observé des taux sanguins de tacrolimus plus élevés chez des patients transplantés 
présentant l’haplotype TT-TT-TT [141,142].
Tableau 1.10. Augmentation des concentrations sanguines avec les variants alléliques.
SNPs Population Molécule Paramètres Effet Réf.
C3435T 168 TR Cic C0/dose Plus élevé pour CT<TT [143]
C3435T 44 TH caucasiens Cic C2/dose Plus élevé pour TT [136]
C3435T 88 TR caucasiens Cic C0/dose Plus élevé pour TT
a [135]
C3435T 50 TH chinois Tac C0/dose Plus élevé pour CT/TT [138]
C3435T 66 TR chinois Tac C0/dose Plus élevé pour CT/TT [137]
C3435T 92 TR caucasiens Tac C0/dose Plus élevé pour CT/TT
b [144]
C3435T 180 TR Tac C0/dose Plus élevé pour TT [145]
G2677T/A 
C3435T
63 TC Tac C0/dose
Plus élevé pour 2677GT/TT et 
3435CT/TTc (SNP individuellement)
[140]
G2677T/A 
C3435T
83 TP Tac C0/dose
Plus élevé pour 2677GT/TT et 
3435CT/TTd (SNP individuellement)
[139]
C1236T 
G2677T/A 
C3435T
206 TR Tac C0/dose
Plus élevé pour l’haplotype 
TT-TT-TT
[142]
C1236T 
G2677T/A 
C3435T
81 TP Tac C0/dose
Plus élevé pour l’haplotype 
TT-TT-TTe
[146]
C1236T 
G2677T/A 
C3435T
91 TP caucasiens Tac C0/dose
Plus élevé pour les haplotypes 
CT-GT-CT et TT-TT-TT
[141]
C1236T
G2677T/A 
C3435T
81 TR caucasiens 
et africains
Tac C0/dose
Plus élevé pour les haplotypes 
CT-GT-CT < TT-TT-TT 
[147]
Cic: ciclosporine; Tac: tacrolimus; TR: transplantés rénaux; TH: transplantés hépatiques; TC: transplantés 
cardiaques; TP: transplantés pulmonaires; a aux jours 1-3 post-transplantation, mais pas d’effet à 1 et 4 
semaines; b à 6 et 12 mois post-transplantation, mais pas d’effet à 1 mois; c à 6 et 12 mois post-transplantation, 
mais pas d’effet à 3 mois; d à 1 mois post-transplantation, mais pas d’effet à 6 et 12 mois ; e à 1 mois post-
transplantation, mais pas d’effet à 6 et 12 mois.
Cependant, de nombreuses études n’ont pas mis en évidence de relation entre les SNPs 
C3435T ou G2677T/A et différents paramètres biologiques ou pharmacocinétiques : le taux 
d’ARNm du gène ABCB1 au niveau des PBMCs [148] et des intestins [149,150], l’expression 
de la P-gp au niveau duodénal [150], l’activité de la P-gp dans les cellules CD4+, CD56+ et 
CD34+ [151-153] et la pharmacocinétique de substrats, incluant la digoxine [154], la 
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ciclosporine [155-157], le tacrolimus [157-159] et le sirolimus [160,161] (Tableau 1.11.). Des 
analyses considérant les haplotypes C1236T-G2677T/A-C3435T n’ont pas non plus observé 
de différences significatives au niveau de la biodisponibilité de la ciclosporine [162,163] ou 
du tacrolimus [162,164].
Tableau 1.11. Absence d’influence du génotype ABCB1 sur les concentrations sanguines.
SNPs Population Molécule Paramètres Effet Réf.
C3435T 124 TR caucasiens Cic C0/dose Pas d’effet [155]
C3535T 109 TR Cic C0/dose Pas d’effet [156]
C3435T 106 TR Cic C0/dose Pas d’effet [165]
C3435T 52 patients japonais Cic AUC0-4 /dose Pas d’effet [166]
C3435T 10 TC asiatiques Cic AUC0-4 /dose Pas d’effet [167]
C3435T 14 volontaires sains Cic AUC, Cmax, t1/2 Pas d’effet [168]
G2677T/A
C3435T
89 TH blancs Cic C0/dose
Pas d’effet (SNP 
individuellement)
[157]
C1236T 
G2677T/A 
C3435T
97 TR Cic AUC0-2/dose
Pas d’effet (SNP 
individuellement)
[169]
G2677T/A
C3435T
98 TR caucasiens Cic
C0/dose, C2/dose, 
AUC0-4/dose
Pas d’effet (haplotype) [170]
C1236T
G2677T/A
C3435T
50 TR caucasiens Cic C0/dose Pas d’effet (haplotype) [162]
C1236T 
G2677T/A 
C3435T
106 TR caucasiens Cic C0/dose, AUC0-4/dose Pas d’effet (haplotype) [163]
C1236T 
G2677T/A 
C3435T
14 TC asiatiques Cic
AUC0-4, AUC0-12, Cmin, 
Cmax
Pas d’effet (haplotype) [171]
C3435T 118 TR Tac C0/dose Pas d’effet [159]
C3535T 64 TR Tac C0/dose Pas d’effet [156]
C3435T 39 TR Tac C0/dose, AUC0-12/dose Pas d’effet [172]
G2677T/A 
C3435T
143 TH Tac C0/dose
Pas d’effet (SNP 
individuellement)
[158]
G2677T/A
C3435T
31 TH blancs Tac C0/dose
Pas d’effet (SNP 
individuellement)
[157]
C1236T 
G2677T/A 
C3435T
69 TH japonais Tac C0/dose
Pas d’effet (SNP 
individuellement)
[149]
G2677T/A
C3435T
73 TR caucasiens Tac C0/dose Pas d’effet (haplotype) [173]
G2677T/A
C3435T
30 TR japonais Tac
C0/dose, Cmax/dose, 
AUC0-12/dose
Pas d’effet (haplotype) [174]
C1236T
G2677T/A
C3435T
50 TR caucasiens Tac C0/dose Pas d’effet (haplotype) [162]
continue sur la page suivante
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Tableau 1.11. Suite.
SNPs Population Molécule Paramètres Effet Réf.
C1236T
G2677T/A
C3435T
19 volontaires Tac Cmax, AUC0-12 Pas d’effet (haplotype) [164]
C1236T
G2677T/A
C3435T
149 TR Sir C0/dose
Pas d’effet (SNP 
individuellement)
[160]
C1236T
G2677T/A
C3435T
85 TR caucasiens Sir C0/dose
Pas d’effet (SNP 
individuellement)
[161]
Cic: ciclosporine; Tac: tacrolimus; Sir: sirolimus; TR: transplantés rénaux; TH: transplantés hépatiques; TC: 
transplantés cardiaques.
Finalement d’autres études ont montré des résultats opposés, avec par exemple des taux 
d’ARNm du gène ABCB1 au niveau du duodénum plus élevés chez des volontaires sains 
porteurs de l’allèle 3435T [175]. Des concentrations plasmatiques de digoxine plus faibles 
ont été observées chez des sujets présentant l’allèle 3435T [176], de même que des 
concentrations sanguines diminuées pour la ciclosporine [177,178] et le tacrolimus [179]
(Tableau 1.12.). Des résultats allant dans ce même sens ont également été observés avec le 
SNP G2677T/A pour lequel des AUC0-4 de fexofenadine plus faibles ont été observées chez 
des individus porteurs du variant allélique [129].
Tableau 1.12. Diminution des concentrations sanguines avec les variants alléliques.
SNPs Population Molécule Paramètres Effet Réf.
C3435T 10 TR Cic Cmax/dose , AUC0-12/dose Plus faible pour CT/TT [177]
G2677T/A
C3435T
75 TR Cic AUC0-4/dose
Plus faible pour 3435CT>3435TT 
Pas d’effet pour G2677T/A
[178]
C3435T 29 TR Tac C0/dose Plus faible pour TT [179]
Cic: ciclosporine; Tac: tacrolimus; TR: transplantés rénaux.
Ces données contrastées pourraient être expliquées par l’implication d’autres facteurs dans 
la biodisponibilité des médicaments investigués. Pour les immunosuppresseurs, il s’agit 
notamment des CYP3A4/5 dont l’expression et l’activité varient fortement entre les individus. 
La majorité des études ont analysé les effets des SNPs du gène ABCB1 indépendamment 
de ceux des gènes CYP3A4/5. Dans le but d’isoler l’effet de la P-gp de celui des enzymes de 
métabolisation, une étude réalisée chez des patients transplantés pulmonaires n’exprimant 
pas de CYP3A5 a observé des concentrations sanguines de tacrolimus plus élevées chez 
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les individus hétérozygotes ou homozygotes mutés pour les haplotypes C1236T-G2677T/A-
C3435T par rapport aux homozygotes sauvages [141]. Chez des patients greffés rénaux 
n’exprimant pas de CYP3A5, des concentrations de ciclosporine plus élevées ont été 
observées chez les sujets homozygotes 3435TT dans la période immédiate après la 
transplantation. Ces différences n’ont cependant pas été confirmées après 1 et 4 semaines 
[135]. Par ailleurs, aucune influence du SNP C3435T sur les paramètres 
pharmacocinétiques du tacrolimus n’a été mise en évidence chez des patients transplantés 
rénaux, malgré une distinction entre les individus exprimant ou non le CYP3A5 [172]. Le 
manque de concordance entre ces études pourrait également être dû à des différences au 
niveau de la chronologie post-transplantation, la ciclosporine et le tacrolimus étant connus 
pour induire l’expression de la P-gp au cours du temps [119-122]. Des différences au niveau 
des variants génétiques investigués (SNP isolé ou haplotypes), des paramètres 
pharmacocinétiques étudiés ou de la taille des collectifs de sujets inclus peuvent également 
avoir contribué à l’inhomogénéité des conclusions fournies par ces études. D’autre part, la 
majorité de ces travaux ont été conduits chez des patients recevant généralement de 
nombreux médicaments pouvant avoir interféré avec la pharmacocinétique des agents 
investigués.
SNPs du gène ABCB1, P-gp et pharmacodynamie des immunosuppresseurs
En plus des effets potentiels sur la pharmacocinétique, la P-gp pourrait également être 
impliquée dans le devenir clinique des patients transplantés (Tableau 1.13.). Des études ont 
mis en évidence une association entre un taux d’expression élevé au niveau des PBMCs ou 
des leucocytes infiltrés et l’apparition d’épisodes de rejet aigu chez des patients greffés 
rénaux ou hépatiques recevant de la ciclosporine ou du tacrolimus [121,122,180]. Ces 
résultats suggèrent qu’en cas de forte expression, la P-gp pourrait diminuer l’efficacité des 
thérapies immunosuppressives en expulsant ces agents à l’extérieur de leur site d’action. 
Une étude s’intéressant à la prolifération de lymphocytes stimulés ex vivo a montré que 
l’expression de ce transporteur était augmentée lors de résistance à la ciclosporine [181]. 
Une investigation réalisée chez des patients transplantés cardiaques en traitement sous 
ciclosporine a constaté un risque de rejet plus élevé chez les porteurs de l’haplotype 
sauvage 2677GG-3435CC [182]. Une augmentation du taux de rejet sous tacrolimus a 
également été observée chez des individus présentant les génotypes 3435CC ou 3435CT 
dans le cadre de la transplantation pulmonaire. Dans cette même étude, le SNP G2677T/A 
n’avait pas d’influence sur ce paramètre [183]. Hashida et al. se sont intéressés au taux de 
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survie de patients transplantés hépatiques sous tacrolimus et ont observé une diminution de 
la survie des sujets avec forte expression d’ARNm du gène ABCB1 au niveau intestinal 
[184]. Finalement d’autres études n’ont pas mis en évidence d’association entre le risque de 
rejet aigu et le taux d’expression de la P-gp sur les PBMCs ou le génotype C3435T chez des 
patients transplantés rénaux recevant de la ciclosporine [155,185,186].
Tableau 1.13. Effets des SNPs du gène ABCB1 et de la P-gp sur l’efficacité d’immunosuppresseurs.
Investigations Population Molécule Paramètres Effet Réf.
Expresssion P-gp sur 
leucocytes infiltrés
40 TR Cic Rejet aigu
Augmentation de l’expression de 
la P-gp lors de rejet aigu
[121]
Nombre de PBMCs 
exprimant la P-gp
49 TH Cic Rejet aigu
Augmentation du taux de rejets 
avec un nombre élevé de cellules 
exprimant la P-gp 
[180]
Expression de la P-gp 
sur les PBMCs
23 TH Cic, Tac Rejet aigu
Rejets associés à une expression 
de la P-gp plus élevée
[122]
Expression d’ARNm 
intestinal
48 TH Tac Taux survie
Diminution du taux de survie lors 
de forte expression d’ARNm
[184]
Expression de la P-gp 
sur les lymphocytes et 
SNP C3435T
30 TR 
caucasiens
Cic
Prolifération 
lymphocytes 
ex vivo
Expression P-gp augmentée lors 
de résistance à la ciclosporine, 
mais pas d’effet du génotype
[181]
G2677T/A 
C3435T
94 TC Cic Rejet aigu
Risque de rejet aigu augmenté 
pour l’haplotype GG-CC
[182]
G2677T/A 
C3435T
125 TP Tac Rejet aigu
Augmentation du taux de rejets 
pour 3435CC/CT
Pas d’effet pour G2677T/A
[183]
Expression de la P-gp 
sur les PBMCs
42 TR Cic Rejet aigu Pas d’effet [185]
Expression de la P-gp 
sur les PBMCs
35 TR Cic Rejet aigu Pas d’effet [186]
C3435T
124 TR 
caucasiens
Cic Rejet aigu Pas d’effet [155]
Cic: ciclosporine; Tac: tacrolimus; TR: transplantés rénaux; TH: transplantés hépatiques; TC: transplantés 
cardiaques; TP: transplantés pulmonaires.
Une influence de la P-gp ou du génotype ABCB1 sur la toxicité des inhibiteurs de la 
calcineurine a également été observée (Tableau 1.14.). Des taux d’infections sévères plus 
élevés ont été constatés chez des patients présentant une expression de P-gp plus faible au 
niveau des PBMCs, indiquant un état de sur-immunosuppression, probablement en raison 
d’une augmentation des concentrations intracellulaires en médicament [122]. En ce qui 
concerne la néphrotoxicité, une étude réalisée chez des patients transplantés rénaux a 
montré que le génotype C3435T du donneur et non du receveur aurait une influence sur cet 
effet secondaire, avec une toxicité augmentée chez les individus ayant reçu un greffon d’un 
donneur homozygote 3435TT [187]. Ces résultats semblent indiquer que ce génotype serait 
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lié à une augmentation des concentrations intra-rénales de médicament suite à une 
diminution de l’activité d’efflux de la P-gp. Il a ainsi été suggéré que les patients recevant un 
greffon d’un donneur avec un génotype les rendant potentiellement plus susceptibles de 
développer une toxicité médicamenteuse devraient être suivis plus précisément et bénéficier 
d’une réduction précoce des doses d’inhibiteurs de la calcineurine ou d’une conversion vers 
des protocoles d’immunosuppression exempts de ces agents. En considérant le génotype du 
receveur, aucun lien entre le SNP C3435T et l’apparition de symptômes de dysfonction 
rénale n’a été observé chez des patients ayant reçu une greffe rénale [155]. Inversément, 
chez des patients transplantés hépatiques, une étude s’intéressant au génotype G2677T/A 
du receveur a montré une diminution de la fréquence de néphrotoxicité liée à la ciclosporine 
ou au tacrolimus chez les sujets homozygotes 2677TT [157]. Dans d’autres études, le 
génotype C3435T n’a pas été associé à l’apparition de tremors [188] ou d’hyperplasie 
gingivale [189] chez des patients recevant de la ciclosporine. De même, aucun effet 
significatif des SNPs G2677T/A ou C3435T dans la survenue d’effets secondaires 
neurologiques sous tacrolimus n’a été observé dans le cadre de la transplantation hépatique 
[190].
Tableau 1.14. Effets des SNPs du gène ABCB1 et de la P-gp sur la toxicité d’immunosuppresseurs.
Investigations Population Molécule Paramètres Effet Réf.
Expression P-gp 
sur PBMCs
23 TH Cic, Tac
Infections 
sévères
Infections associées à 
expression P-gp plus faible
[122]
C3435T donneur 97 TR caucasiens Cic Néphrotoxicité Toxicité augmentée pour TT [187]
C3435T 124 TR caucasiens Cic Néphrotoxicité Pas d’effet [155]
C3435T 118 TR caucasiens Cic Tremors Pas d’effet [188]
C3435T 174 TR caucasiens Cic
Hyperplasie 
gingivale
Pas d’effet [189]
G2677T/A 
C3435T
17 TH japonais Tac Neurotoxicité 
Pas d’effet (SNP 
individuellement)
[190]
G2677T/A 120 TH blancs Cic, Tac Néphrotoxicité Toxicité diminuée pour TT [157]
Cic: ciclosporine; Tac: tacrolimus; TR: transplantés rénaux; TH: transplantés hépatiques.
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1.4.3. Cytochromes P450 3A
Fonction et localisation
Les isoenzymes de la sous-famille CYP3A (CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 et CYP3A43) font 
partie de la super-famille des cytochromes P450 impliqués dans le métabolisme des 
xénobiotiques. Ce sont des hémoprotéines hydrophobes localisées principalement au niveau 
du réticulum endoplasmique par ancrage sur la double couche lipidique membranaire. De 
nombreuses réactions de biotransformation sont catalysées par ces enzymes, dont les plus 
courantes sont les hydroxylations aliphatiques et aromatiques [191].
Le CYP3A4 est l’isoenzyme la plus abondante dans le foie et les intestins. Elle est 
responsable de la métabolisation de 50-60% des médicaments couramment prescrits, 
incluant dans le domaine de la transplantation les inhibiteurs de la calcineurine, les 
inhibiteurs de la mTOR et les glucocorticoïdes. La grande palette de substrats rencontrés 
s’explique par une liaison peu sélective de type hydrophobe entre les différents composés et 
le site actif de l’enzyme [192]. De nombreuses molécules sont également connues pour 
inhiber ou induire cette voie de métabolisation (cf. chapitre interactions) [193,194]. Le 
CYP345, qui partage un profil de substrats assez semblable au CYP3A4, n’est exprimé que 
dans une minorité de la population [195]. Le CYP3A7 est majoritaire durant la vie fœtale et 
n’est pratiquement plus présent à l’âge adulte [196]. L’expression du CYP3A43 est 
relativement faible et sa contribution au métabolisme des médicaments semble être mineure 
[197]. Les gènes codant pour ces isoenzymes (gènes CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 et 
CYP3A43) sont localisés de manière adjacente sur le chromosome 7q21. Deux 
pseudogènes ne produisant pas de protéine fonctionnelle (gènes CYP3AP1 et CYP3AP2) 
ont également été identifiés [198].
Polymorphismes des gènes CYP3A4/5
Il existe une grande variabilité interindividuelle au niveau de l’expression et de l’activité 
catalytique du CYP3A4. Cette variabilité est caractérisée par une distribution de type 
unimodale, suggérant la contribution de multiples facteurs génétiques, physiologiques et 
environnementaux [199]. Actuellement plus de 30 SNPs ont été identifiés au niveau du gène 
CYP3A4 [200]. L‘allèle sauvage est dénommé CYP3A4*1. La fréquence de la plupart des 
variants alléliques est faible et la majorité d’entre eux ne semblent pas être associés à des 
modifications de l’expression de ce cytochrome. Le SNP le mieux connu est la transition 
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A-290G localisée au niveau du promoteur du gène, dont l’allèle muté est appelé 
CYP3A4*1B. La fréquence de cet allèle varie selon les ethnies, elle est de 0% chez les 
Asiatiques, 2-10% chez les Caucasiens et 35-67% chez les Africains-américains [200]. 
L’allèle CYP3A4*1B a été associé à une augmentation de la transcription du gène in vitro 
[201], mais ces observations n’ont pas été confirmées par d’autres investigateurs qui n’ont 
pas observé de modifications au niveau de l’expression de la protéine ou de son activité 
enzymatique [202,203].
L’expression du CYP3A5 suit une distribution de type bimodale, indiquant la présence d’un 
polymorphisme génétique classique. L’allèle sauvage est appelée CYP3A5*1. Le SNP le 
plus fréquent et le plus important du point de vue fonctionnel est la transition A6986G sur 
l’intron 3. L’allèle muté, dénommé CYP3A5*3, conduit à la formation d’un ARNm aberrant. 
Au moins un allèle sauvage CYP3A5*1 est requis pour exprimer ce cytochrome, tandis que 
le génotype homozygote muté CYP3A5*3/*3 conduit à une absence de son expression 
[204,205]. L’allèle muté est nettement plus fréquent que l’allèle sauvage, soit 85-95% chez 
les Caucasiens, 65-85% chez les Asiatiques et 27-55% chez les Africains-américains [200], 
indiquant qu’une majorité d’individus n’expriment pas de CYP3A5 parmi ces populations. 
D’autres SNPs plus rares ont également été identifiés au niveau du gène CYP3A5, il s’agit 
par exemple du G14690A (allèle CYP3A5*6) qui conduit à une délétion de l’exon 7. Ce 
variant n’est pratiquement pas observé chez les Caucasiens et Asiatiques, mais est plus 
fréquemment rencontré chez les Africains-américains (13%) [204].
SNPs des gènes CYP3A4/5 et pharmacocinétique des immunosuppresseurs
Un nombre limité d’études ont investigué l’effet du variant CYP3A4*1B sur la 
pharmacocinétique des inhibiteurs de la calcineurine (Tableau 1.15.). Une clairance à la 
ciclosporine plus élevée a été observée chez des patients transplantés porteurs de l’allèle 
CYP3A4*1B [206]. Des résultats allant dans le même sens ont été rapportés avec des 
concentrations sanguines de ciclosporine plus faibles obtenues chez des volontaires sains 
homozygotes CYP3A4*1B/*1B [207] et des taux de tacrolimus plus bas chez des patients 
transplantés rénaux porteurs de l’allèle CYP3A4*1B [156], suggérant une augmentation de 
l’activité enzymatique chez ces individus. Par contre, d’autres études n’ont pas montré 
d’association entre l’allèle CYP3A4*1B et les taux sanguins de ciclosporine chez des 
patients greffés rénaux [155,156,208]. Bien que ces résultats laissent supposer la présence 
d’un lien entre le génotype CYP3A4 et la pharmacocinétique des inhibiteurs de la 
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calcineurine, ces effets observés pourraient en fait résulter de différences d’expression au 
niveau du gène CYP3A5. Des évidences montrent en effet qu’il existerait une liaison entre 
les allèles CYP3A4*1B et CYP3A5*1 [198].
Tableau 1.15. Effets du variant CYP3A4*1B sur la pharmacocinétique d’immunosuppresseurs.
Population Molécule Paramètres Effet Réf.
151 TR et TC Cic Clairance Plus élevée pour *1B/*1B et *1/*1B que 1/*1 [206]
14 volontaires sains Cic AUC/dose Plus faible pour *1B/*1B que *1/*1B  et *1/*1 [207]
64 TR Tac C0/dose Plus faible pour *1B/*1B et *1/*1B  que *1/*1 [156]
149 TR Sir C0/dose Plus faible pour *1B/*1B que *1/*1 [160]
91 TR Cic Clairance Pas d’effet [208]
124 TR caucasiens Cic C0/dose Pas d’effet [155]
108 TR Cic C0/dose Pas d’effet [156]
Cic: ciclosporine; Tac: tacrolimus; TR: transplantés rénaux.
Contrairement aux polymorphismes des gènes ABCB1 et CYP3A4, une corrélation entre les 
paramètres pharmacocinétiques du tacrolimus et le génotype CYP3A5 a été établie plus 
clairement (Tableau 1.16.). Des études réalisées dans le cadre de la transplantation rénale 
[156,159,161,209,210], cardiaque [140] et pulmonaire [139] ont montré que les patients 
exprimant un CYP3A5 fonctionnel, c’est-à-dire les sujets porteurs d’au moins un allèle 
CYP3A5*1 et représentant 17% de la population caucasienne [211], nécessitaient des doses 
de tacrolimus plus élevées pour atteindre les concentrations cibles que les individus avec un 
génotype CYP3A5*3/*3. Il a été suggéré de doubler d’office les doses de charge de 
tacrolimus chez les patients exprimant le CYP3A5, identifiés avant la transplantation [164]. 
Un nombre plus limité d’études ont montré des résultats similaires avec la ciclosporine 
[162,165] et le sirolimus [160]. D’autres études n’ont cependant pas confirmé ces 
observations pour le tacrolimus [158,173], la ciclosporine [163,206] et le sirolimus [161].
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Tableau 1.16. Effets du variant CYP3A5*3 sur la pharmacocinétique d’immunosuppresseurs.
Population Molécule Paramètres Effet Réf.
50 TR caucasiens Cic C0/dose Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [162]
106 TR chinois Cic C0/dose Plus élevé pour *3/*3 > *1/*3 > *1/*1 [165]
50 TR caucasiens Tac C0/dose Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [162]
62 TR Tac C0/dose Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [156]
85 TR caucasiens Tac C0/dose Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [161]
118 TR chinois Tac C0/dose Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [159]
180 TR Tac C0/dose Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [210]
80 TR Tac C0/dose Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [209]
39 TR japonais Tac AUC0-12/dose Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [161]
30 TR japonais Tac
C0/dose, Cmax/dose, 
AUC0-12/dose
Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [174]
83 TP Tac C0/dose Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [139]
63 TC Tac C0/dose Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 [140]
50 TH chinois Tac C0/dose
Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 
(génotype du donneur), pas d’effet du 
génotype du receveur
[138]
19 volontaires Tac Cmax, AUC0-12 Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [164]
149 TR Sir C0/dose Plus élevé pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [160]
104 TR Cic C0/dose Pas d’effet [156]
151 TR et TC Cic Clairance Pas d’effet [206]
106 TR caucasiens Cic C0/dose, AUC0-4/dose Pas d’effet [163]
143 TH Tac C0/dose Pas d’effet [158]
67 TR caucasiens Tac C0/dose Pas d’effet [173]
85 TR caucasiens Sir C0/dose Pas d’effet [161]
10 TR Cic Cmax/dose, AUC0-12/dose Plus faible pour *3/*3 que *1/*3 et *1/*1 [177]
Cic: ciclosporine; Tac: tacrolimus; Sir: sirolimus; TR: transplantés rénaux; TH: transplantés hépatiques; TC: 
transplantés cardiaques.
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1.5. Effets indésirables
Les immunosuppresseurs comportent de multiples effets secondaires pouvant limiter leur 
utilisation à long terme. Comme conséquence directe de l’immunosuppression, la survenue 
de tumeurs et de complications infectieuses font partie des causes importantes de morbidité 
et de mortalité post-transplantation. Les lymphomes non hodgkiniens représentent la 
majorité des désordres lymphoprolifératifs secondaires à l’immunosuppression. On retrouve 
également des sarcomes de Kaposi, ainsi que certaines tumeurs cutanées. La régression 
complète ou partielle de ces troubles après réduction de la thérapie immunosuppressive 
indique que ces complications sont fortement liées au degré d’immunosuppression [212].
1.5.1. Inhibiteurs de la calcineurine
Les effets indésirables de la ciclosporine et du tacrolimus sont assez similaires, avec 
toutefois quelques différences importantes. Les deux médicaments sont associés à une 
néphrotoxicité concentration-dépendante, qui est l’effet secondaire principal, particulièrement 
après transplantation rénale. Cette toxicité, se manifestant par une augmentation de la 
créatininémie et de l’urémie, est due en partie à une vasoconstriction sévère des artérioles 
afférentes avec une réduction concomitante de la vitesse de filtration glomérulaire. Elle est 
habituellement réversible après réduction de la dose ou arrêt du traitement [213,214]. Lors 
de l’utilisation à long terme, ces médicaments provoquent des changements chroniques non 
réversibles au niveau rénal, caractérisés par une fibrose interstitielle et une oblitération 
artériolaire [215]. Des données récentes suggèrent que ces complications seraient moins 
sévères avec le tacrolimus [216]. L’hypertension, en partie secondaire à la toxicité rénale, est 
une conséquence fréquente d’un traitement par cette classe de médicaments et serait 
également moins importante sous tacrolimus [217,218]. Des troubles neurologiques, 
également concentration-dépendants, peuvent survenir le plus souvent en début de 
traitement. Ces derniers, plus fréquents pour le tacrolimus, sont caractérisés par des 
tremblements des extrémités, des paresthésies et parfois même des convulsions [219]. Les 
effets secondaires métaboliques incluent une augmentation de la glycémie et l’apparition 
d’un diabète sucré, particulièrement avec le tacrolimus et lors d’association avec des 
corticostéroïdes [220] et une hyperlipidémie caractérisée par une augmentation notable des 
LDL et des triglycérides [221]. On note fréquemment des troubles gastro-intestinaux de type 
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nausées ou diarrhées avec ces deux molécules, alors que l’apparition d’une hyperplasie 
gingivale est spécifique à la ciclosporine [222].
1.5.2. Inhibiteurs de la mTOR
En raison de la similitude au niveau de leur structure chimique et de leur mode d’action, les 
effets secondaires du sirolimus et de l’everolimus sont assez comparables. Les plus 
fréquents incluent des troubles du métabolisme lipidique (hypercholestérolémie, 
hypertriglycéridémie) et des changements hématologiques (anémie, leucopénie, 
thrombopénie), concentration-dépendants et réversibles [223,224]. Comme la majorité des 
patients sont traités de manière concomitante avec des inhibiteurs de la calcineurine et des 
corticostéroïdes, le rôle de ces agents seuls dans la survenue des effets indésirables est 
difficile à établir. Les inhibiteurs de la mTOR ont également été associés à des oedèmes 
périphériques, des troubles gastro-intestinaux, des rashes cutanés et des ulcères bucaux 
[223]. Des cas de pathologies interstitielles pulmonaires, apparemment concentration
dépendantes et réversibles, ont également été rapportés sous sirolimus [225]. Ces 
molécules ne semblent a priori pas présenter de néphrotoxicité ni de neurotoxicité.
1.5.3. Acide mycophénolique
Les effets secondaires principaux du MMF sont des troubles gastro-intestinaux, rencontrés 
chez près de 40% des patients. Il s’agit surtout de diarrhées, parfois de gastrites, 
d’ulcérations duodénales ou coliques, voire d’hémorragies gastriques. Dans certains cas, 
ces troubles nécessitent une réduction des doses ou l’arrêt du traitement [226]. Le MPS, 
développé sous forme gasto-résistante en vue d’une meilleure tolérabilité, semble toutefois 
provoquer une incidence de troubles gastro-intestinaux comparable au MMF [227]. On note 
également des cas de leucopénies, favorisant les complications infectieuses [39].
1.5.4. Azathioprine
Le principal effet indésirable de l’azathioprine est une toxicité médullaire dose-dépendante, 
principalement caractérisée par une leucopénie et une thrombopénie, avec péjoration 
possible en pancytopénie. Bien que l’atteinte médullaire se présente le plus souvent dans les 
4 premières semaines de traitement, une surveillance stricte et régulière de la formule 
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sanguine est recommandée aussi longtemps que le traitement est maintenu [228]. Comme 
discuté dans le chapitre pharmacogénétique, la myélotoxicité semble liée à des taux trop 
élevés en 6-TGNs, notamment chez les patients déficients en TPMT [101]. Des réactions 
d’hypersensibilité ont été décrites et sont regroupées sous le nom de syndrome 
d’hypersensibilité à l’azathioprine, caractérisé par des symptômes variés pouvant se produire 
séparément ou de manière concomitante, comme de la fièvre, une rigidité musculaire, des 
arthralgies, des myalgies, des réactions cutanées, une hypotension, une atteinte hépatique, 
une pancréatite, une néphrite interstitielle ou une pneumonie [229]. Des troubles gastro-
intestinaux à caractère de nausées, vomissements et diarrhées sont fréquemment 
rencontrés.
1.5.5. Anticorps antilymphocytaires
Les réactions d’hypersensibilité constituent les effets secondaires principaux des anticorps 
polyclonaux. Ces réactions sont caractérisées par un rash cutané, une arthralgie et de la 
fièvre. On peut également observer une leucopénie et une thrombopénie [228]. 
Le muromonab-CD3 a été associé à un ensemble d’effets secondaires systémiques 
regroupés sous le nom de cytokine-released syndrome. L’état grippal est la composante clé 
de ce syndrome complexe, qui inclut fièvre, frissons, céphalées, myalgies, tachycardie et 
troubles gastro-intestinaux. Le syndrome apparaît environ 1 h après la première dose et dure 
quelques heures. Les symptômes peuvent être limités par une perfusion lente et 
l’administration de corticostéroïdes à hautes doses [230]. L’utilisation de muromonab-CD3 a 
également été associée à un risque élevé de complications infectieuses et de syndromes 
lymphoprolifératifs, en raison de sa puissante activité immunosuppressive [231]. Ces 
complications dépendent de la dose et de la durée du traitement, c’est pourquoi le 
muromonab-CD3 n’est indiqué que dans le traitement du rejet aigu de greffe et non en 
prophylaxie. 
Les anticorps monoclonaux antagonistes de l’IL-2 ont toujours été associés à un traitement 
immunosuppresseur de base dans les études cliniques. Aucun effet secondaire 
supplémentaire par rapport à ceux dûs au traitement de base n’a été mis en évidence pour le 
moment.
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1.6. Interactions
L’immunosuppression, de quelque origine qu’elle soit, peut diminuer l’efficacité des vaccins, 
voire les rendre potentiellement dangereux quand il s’agit de vaccins vivants. Les autres 
interactions sont spécifiques à chaque classe de molécules.
1.6.1. Inhibiteurs de la calcineurine
En raison d’une importante métabolisation par les CYP3A4/5 au niveau intestinal et 
hépatique, la ciclosporine et le tacrolimus peuvent être sujets à de nombreuses interactions 
médicamenteuses pharmacocinétiques avec des inhibiteurs ou inducteurs de ces enzymes 
[232,233].
L’inhibition enzymatique est un processus rapide qui débute dès que l’inhibiteur a atteint 
une concentration critique. Un nouvel équilibre s’établira en fonction de la nouvelle demi-vie 
augmentée du médicament-cible. Dans le cas de la ciclosporine ou du tacrolimus, les 
conséquences de l’interaction apparaissent dans les 3 à 5 jours suivant l’introduction de 
l’inhibiteur. La disparition de l’inhibition survient dès l’élimination de l’inhibiteur (dans le cas 
d’une inhibition compétitive) et dépend de la demi-vie de ce dernier. Les concentrations de 
ciclosporine et de tacrolimus retrouveront l’ancien équilibre 3 à 5 jours après.
Les principaux inhibiteurs enzymatiques des CYP3A4/5, à l’origine d’une augmentation de la 
ciclosporinémie et de la tacrolémie, incluent les macrolides (érythromycine, clarythromycine, 
roxithromycine) [234], les antifongiques azolés (kétoconazole, itraconazole, fluconazole, 
voriconazole) [235], les inhibiteurs calciques (diltiazem, vérapamil) [236,237], les inhibiteurs 
de la protéase HIV (ritonavir, indinavir, saquinavir) [238], l’amiodarone [239], la 
méthyprédnisolone [240] et le jus de grapefruit [241]. Ce dernier a peu d’influence sur les 
taux de ciclosporine si celle-ci est administrée par voie parentérale, suggérant une 
interaction principalement au niveau intestinal [242]. La plupart des médicaments inhibiteurs 
des CYP3A4/5 bloquent les enzymes aussi bien au niveau hépatique qu’intestinal. Un 
blocage principalement intestinal provoquera une interaction moins marquée si les deux 
médicaments sont pris à plusieurs heures d’écart. On a tenté de mettre à profit l’interaction 
des antifongiques azolés et des inhibiteurs calciques avec la ciclosporine pour diminuer les 
doses de cette dernière dans un souci économique [243]. Cette méthode a cependant été 
Chapitre 2 53
critiquée puisque source de variations interindividuelles considérables dans les taux de 
ciclosporine et d’effets secondaires dûs à l’inhibiteur enzymatique utilisé [244].
Dans la mesure du possible, la posologie de ciclosporine ou de tacrolimus doit être adaptée 
avant l’introduction de l’inhibiteur enzymatique. En pratique, il est conseillé de diminuer 
d’emblée la dose de moitié, de contrôler le taux après quelques jours, puis de réadapter 
selon la règle de trois atténuée, c’est-à-dire un peu moins que proportionnellement au 
rapport entre le taux visé et le taux observé. De même, à l’arrêt de l’inhibiteur, il est conseillé 
de doubler la dose, de contrôler le taux après quelques jours, puis de réadapter.
L’induction enzymatique est un processus graduel. Il faut en effet attendre quelques jours 
à quelques semaines pour que les concentrations plasmatiques de l’inducteur se situent 
dans une zone d’efficacité inductive, que la synthèse des enzymes hépatiques soit 
maximalement stimulée et que les concentrations sanguines du médicament-cible soient 
effectivement diminuées. Selon l’inducteur, le premier effet détectable débute entre 3-7 jours 
après la première prise et l’effet maximal est atteint en 1-3 semaines. L’induction 
enzymatique disparaît également progressivement, le temps de sa disparition étant 
néanmoins prolongé par rapport au temps imparti pour son déclenchement. Cette disparition 
dépend de la vitesse d’élimination de l’inducteur, de la durée de vie des enzymes induites et 
de la normalisation des concentrations sanguines du médicament-cible. La durée de la 
disparition de l’effet inducteur est située entre 2-4 semaines selon l’inducteur.
Les principaux inducteurs enzymatiques des CYP3A4/5, à l’origine d’une diminution de la 
ciclosporinémie et de la tacrolémie, sont les antiépileptiques (phénobarbital, primidone, 
phénytoïne, carbamazépine, topiramate et felbamate) [245,246], la rifampicine [247] et les 
extraits de millepertuis [248]. La rifampicine est l’inducteur le plus rapide, le phénobarbital le 
plus lent.
Dans la mesure du possible, les doses d’immunosuppresseurs doivent être adaptées avant 
l’introduction de l’inducteur enzymatique. En pratique, il est conseillé de doubler 
progressivement la dose sur 1 semaine, de contrôler le taux après quelques jours, puis de 
réadapter en fonction de ce taux, selon la règle de trois atténuée. De même, à l’arrêt de 
l’inducteur, il est conseillé de diminuer progressivement la dose de moitié sur 1 semaine, de 
contrôler le taux après quelques jours, puis de réadapter. Dans le cas d’une induction lente 
(par exemple par le phénobarbital), les délais peuvent être plus longs. Il est évident que 
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l’éviction de l’inducteur, si son administration n’est pas vitale, est la solution la plus simple et 
la plus économique.
Comme discuté précédemment, la ciclosporine et le tacrolimus sont également des substrats 
majeurs de la P-gp. L’administration concomittante de médicaments susceptibles de modifier 
l’activité de ce transporteur peut conduire à des changements dans la pharmacocinétique de 
ces immunosuppresseurs. Une grande partie des médicaments connus pour inhiber ou 
induire les CYP3A4/5, sont également des inhibiteurs (kétoconazole, itraconazole, diltiazem, 
vérapamil ou amiodarone par exemple) ou inducteurs (rifampicine ou millepertuis par 
exemple) de la P-gp [112]. La plupart des augmentations ou diminutions des concentrations 
sanguines de ciclosporine ou tacrolimus observées lors d’association avec ces molécules 
seraient la résultante d’une contribution des enzymes de métabolisation et du système de 
transport membranaire [249].
Finalement, des interactions pharmacodynamiques ont été observées avec la ciclosporine et 
le tacrolimus. Leur toxicité rénale peut être exacerbée par une association avec d’autres 
médicaments néphrotoxiques, comme les aminoglycosides [250], l’amphotéricine B [251] ou 
encore le cotrimoxazole [252]. Un effet additif dans l’hyperplasie gingivale a été rapporté 
entre la ciclosporine et la nifédipine [253].
1.6.2. Inhibiteurs de la mTOR
Le sirolimus et l’everolimus sont eux aussi métabolisés par les CYP3A4/5 et transportés par 
la P-gp. Leurs taux sanguins sont donc potentiellement soumis aux mêmes influences par 
les inhibiteurs et inducteurs de ces systèmes que ceux des inhibiteurs de la calcineurine 
[254,255]. Lorsqu’ils sont associés, la ciclosporine et le sirolimus ont une biodisponibilité 
accrue, par compétition au niveau des CYP3A4/5 et de la P-gp. Cette augmentation est 
maximale si les deux médicaments sont pris en même temps, probablement à cause d’une 
interaction au niveau intestinal. Celle-ci peut être minimisée en maintenant 4 h d’écart entre 
la prise de chaque molécule [256]. Le sirolimus pourrait exacerber la néphrotoxicité de la 
ciclosporine par le biais d’une augmentation de la ciclosporinémie sanguine et surtout 
intrarénale [257]. 
En plus de leurs effets immunosuppresseurs additifs, le sirolimus et la ciclosporine peuvent 
cumuler leur toxicité. Ainsi l’hyperlipidémie et les troubles hématologiques rapportés sous 
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sirolimus sont plus fréquents et plus marqués en cas d’association avec la ciclosporine [257]. 
C’est pourquoi l’association des deux médicaments n’est recommandée que pendant 3 mois, 
la ciclosporine devant être progressivement arrêtée. Les concentrations de sirolimus vont 
alors diminuer, à moins que sa posologie ne soit augmentée. En moyenne, les doses de 
sirolimus recommandées doivent être 4 fois plus élevées pour tenir compte à la fois de la 
disparition de l’interaction pharmacocinétique avec la ciclosporine (facteur 2) et de 
l’augmentation du besoin en immunosuppresseur suite à son retrait (facteur 2).
1.6.3. Acide mycophénolique
Le MPA n’étant métabolisé que minoritairement par les CYP3A4/5 [258], des interactions 
pharmacocinétiques impliquant ces enzymes sont peu probables. Par contre, il a été montré 
que le MPA était un substrat de la P-gp [118]. Une compétition pour ce système de transport 
peut être à l’origine de l’augmentation des concentrations plasmatiques de MPA observées 
lors de l’administration concomitante de tacrolimus [259]. La cholestyramine peut diminuer 
l’AUC du MPA d’environ 40%, probablement en raison d’une liaison au niveau gastro-
intestinal entre la cholestyramine et le MPAG circulant, bloquant ainsi le cycle entéro-
hépatique [249]. L’absorption du MMF peut être diminuée suite à la formation de complexes 
insolubles lors de la prise d’antacides ou de préparations contenant du fer [260,261].
1.6.4. Azathioprine
L’association de l’azathioprine avec l’allopurinol a été associée à une toxicité médullaire 
accrue. L’allopurinol est un inhibiteur de la xanthine oxydase, l’enzyme responsable de la 
dégradation des bases puriques et pyrimidiques en acide urique et impliquée dans 
l’inactivation de la 6-MP. Une inhibition de cette enzyme a donc pour conséquence une 
augmentation des 6-TGNs, métabolites actifs responsables de la toxicité médullaire [262].
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1.7. Utilisation clinique
Le champ d’action des immunosuppresseurs concerne la transplantation d’organes solides 
(rein, foie, cœur, poumon, intestin, pancréas), la transplantation de moelle osseuse et 
certaines maladies auto-immunes incluant psoriasis, syndrome néphrotique et polyarthrite 
rhumatoïde. Dans la transplantation d’organes solides, la stratégie thérapeutique a pour 
objectif d’une part de prévenir le phénomène de rejet et d’autre part de le traiter.
1.7.1. Traitement préventif du rejet de greffe
Le traitement immunosuppresseur de référence dans la prévention du rejet de greffe associe 
classiquement un inhibiteur de la calcineurine, un antimétabolite et des corticostéroïdes 
[263]. L’utilisation d’une telle trithérapie permet d’obtenir une immunosuppression adéquate 
sans avoir recours à des doses toxiques de chaque agent. Le choix des molécules, parfois 
dépendant des habitudes des centres de transplantation, est tout de même fonction de la 
nature de l’organe greffé et des comorbidités. Ainsi le tacrolimus semble provoquer moins de 
néphrotoxicité [216] et d’hypertension [218] que la ciclosporine, mais a été associé à un 
risque de diabète sucré plus élevé [220]. En transplantation cardiaque, il a été suggéré que 
le tacrolimus pourrait être substitué à la ciclosporine chez des patients ayant souffert 
d’épisodes de rejets récidivants, ou en cas de mauvaise tolérance à la ciclosporine [264]. 
L’azathioprine est de plus en plus souvent remplacée par le MMF, ce dernier ayant été 
associé à une incidence plus faible de rejet aigu en transplantation rénale [16], hépatique 
[265] et cardiaque [19].
Le traitement préventif comporte une phase d’induction qui dure entre 4-6 semaines, suivie 
d’une phase d’entretien. Durant la phase d’induction, la trithérapie est administrée à doses 
élevées, parfois en combinaison à des anticorps antilymphocytaires. En raison du risque de 
complications infectieuses ou cancéreuses, ces derniers ne seront plus administrés durant la 
phase d’entretien [3]. La trithérapie peut parfois être séquentielle, avec une introduction 
différée de la ciclosporine (entre le 5ème et le 21ème jour post-greffe) ou de l’azathioprine 
(entre le 30ème et le 40ème jour) en vue de limiter les effets indésirables [263].
Durant la phase d’entretien, la trithérapie est souvent maintenue mais à doses plus faibles. 
Pourtant, certains centres de transplantation préconisent l’arrêt de la ciclosporine ou des 
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corticostéroïdes quelques mois après la greffe, en vue de diminuer les effets secondaires 
rénaux et cardio-vasculaires. Malheureusement ces protocoles peuvent être accompagnés 
d’épisodes de rejet plus nombreux [266]. Dans la prévention du rejet lors de transplantation 
rénale et chez les patients présentant un risque immunologique faible à modéré, le sirolimus 
peut remplacer l’antimétabolite dans la trithérapie dès la phase d’induction. La ciclosporine 
doit alors être progressivement supprimée sur une période de 4-8 semaines durant la phase 
d’entretien, pour limiter l’augmentation de la toxicité avec le sirolimus (néphrotoxicité, 
hypertension, hyperlipidémie, leucopénie). Chez les patients pour lesquels l’arrêt de la 
ciclosporine est un échec ou ne peut être envisagé, l’association de la ciclosporine et du 
sirolimus ne doit pas être poursuivie au-delà de 3 mois après la transplantation. Il est 
recommandé d’arrêter le sirolimus et d’instaurer un autre protocole d’immunosuppression 
[267]. Le rôle du sirolimus dans la transplantation d’autres organes reste encore à préciser.
Finalement, les complications infectieuses de l’immunosuppression peuvent être prévenues 
par une chimioprophylaxie, pouvant comprendre des antiviraux comme le ganciclovir en 
prévention des infections à cytomegalovirus, du cotrimoxazole en prévention des 
pneumonies à Pneumocystis carinii et des antifongiques comme l’amphotéricine B.
1.7.2. Traitement curatif du rejet de greffe
Malgré la mise en place d’un traitement préventif, une crise de rejet peut survenir, le risque 
maximal se situant pendant la première année. Le traitement mis en œuvre est fonction de la 
gravité et de l’évolution du rejet. Ce traitement comprend tout d’abord des corticostéroïdes à 
hautes doses, parfois combinés à des anticorps antilymphocytaires, particulièrement le 
muromonab-CD3. Ce dernier est en principe réservé au traitement curatif du rejet aigu, à 
cause du risque élevé de complications infectieuses ou lymphoprolifératives. En cas d’échec, 
le choix thérapeutique porte alors sur le tacrolimus, du moins en transplantation rénale et 
hépatique, l’extension en transplantation cardiaque étant en train de se préciser [268].
1.7.3. Transplantation de moelle osseuse
Le rôle des immunosuppresseurs en transplantation de moelle osseuse est de prévenir ou 
traiter le rejet de greffe ainsi que la réaction du greffon contre l’hôte (GvHD), caractérisée par 
des atteintes cutanées, hépatiques et gastro-intestinales. En prévention de la GvHD, 
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plusieurs combinaisons ont été testées, particulièrement la ciclosporine ou le tacrolimus avec 
le methotrexate. La GvHD aiguë est habituellement traitée par adjonction de corticosteroïdes 
au schéma prophylactique [269].
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2. Techniques de dosage des immunosuppresseurs
2.1. Techniques immunologiques 
Les immunoessais regroupent l’ensemble des méthodes analytiques quantitatives mettant 
en jeu la réaction immunologique antigène-anticorps. La majorité de ces techniques utilisent 
un troisième élément, le traceur, qui résulte de l’association de l’antigène ou de l’anticorps 
avec un marqueur (radioélément, enzyme, luminophore) [270].
Différentes méthodes sont utilisées pour le dosage des immunosuppresseurs. La 
ciclosporine, le tacrolimus et le MPA sont quantifiés aux HUG à l’aide de la technique EMIT 
(Enzyme Multiplied Immunoassay Technique). Son principe est décrit ici pour la ciclosporine 
à titre d’exemple (Figure 2.1.). La ciclosporine à doser ainsi que de la ciclosporine marquée 
par une enzyme, la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH), entrent en compétition 
pour se lier à un anticorps monoclonal anti-ciclosporine. Lorsque la ciclosporine marquée est 
liée à l’anticorps, la G6PDH perd son activité enzymatique en raison de l’encombrement 
stérique qui en résulte. L’activité est en revanche conservée lorsque la ciclosporine marquée 
est libre. La G6PDH convertit le glucose-6-phosphate en 6-phosphogluconolactone alors que 
le coenzyme NAD+ est réduit en NADH, résultant en une modification de l’absorbance à 340 
nm. Ainsi, plus la concentration en ciclosporine dans l’échantillon à doser est élevée, plus il y 
aura de ciclosporine marquée libre (ne pouvant se lier à l’anticorps) et plus l’activité de 
l’enzyme sera importante.
2.1.1. Ciclosporine
De nombreux immunoessais utilisant des anticorps anti-ciclosporine ont été commercialisés 
pour la mesure des taux sanguins de ciclosporine (Tableau 2.1.). La proportion de leur 
utilisation parmi différents laboratoires européens (n=540) est indiquée à la Figure 2.2. Les 
principales différences entre ces immunoessais résident dans la facilité de manipulation, la 
sélectivité pour la substance mère par rapport aux métabolites et la précision.
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Figure 2.1. Principe de la technique immunologique EMIT.
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Chapitre 2 61
Tableau 2.1. Principales techniques immunologiques pour le dosage de la ciclosporine.
Abbréviation Technique Anticorps Fabricant
FPIA TDx poly Fluorescence Polarisation 
ImmunoAssay
Polyclonaux non sélectifs
(ciclosporine + métabolites)
Abbott
FPIA TDx mono Fluorescence Polarisation 
ImmunoAssay
Monoclonaux Abbott
FPIA AxSYM Fluorescence Polarisation 
ImmunoAssay
Monoclonaux Abbott
RIA CYCLO-Trac ns RadioImmunoAssay Monoclonaux non sélectifs
(ciclosporine + métabolites)
DiaSorin
RIA CYCLO-Trac sp RadioImmunoAssay Monoclonaux DiaSorin
CEDIA PLUS Cloned Enzyme Donor 
Immunoassay
Monoclonaux Microgenics
EMIT Enzyme Multiplied Immunoassay 
Technique
Monoclonaux Dade Behring
ACMIA Antibody Conjugated Magnetic 
ImmunoAssay
Monoclonaux Dade Behring
Figure 2.2. Techniques utilisées pour le dosage de la ciclosporine parmi les laboratoires européens 
participant au contrôle de qualité externe « International Proficiency Testing Scheme » fin 2006.
Parmi ces techniques, deux manquent fortement de sélectivité et présentent une forte 
réactivité croisée avec les métabolites. Il s’agit du FPIA TDx poly qui utilise des anticorps 
polyclonaux reconnaissant la ciclosporine et ses métabolites et du RIA-ns qui utilise des 
anticorps monoclonaux non sélectifs. Les résultats obtenus avec ces techniques sont de 
respectivement 3 à 5 fois et 5 à 7 fois supérieurs à ceux obtenus à l’aide d’une technique 
séparative sélective. Les surestimations mesurées par ces immunoessais varient en fonction 
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de la proportion de métabolites présents dans le sang par rapport à la molécule mère, qui 
dépend du type de transplantation, de la période écoulée depuis la greffe, de la capacité 
métabolique du patient et de son état clinique. La quantification des métabolites n’est pas 
souhaitée, en raison de l’absence d’activité pharmacologique significative (seule une 
minorité d’entre eux ont une activité correspondant à 10-20% de celle de la molécule mère). 
Les valeurs déterminées avec ces techniques présentent une faible corrélation avec les 
événements cliniques [97].
Les autres immunoessais dits « sélectifs » comportent néanmoins un certain degré de 
réactivité croisée, variable selon la technique (Tableau 2.2.), ne donnant pas nécessairement 
le même résultat pour un échantillon donné [271-278].
Tableau 2.2. Réactivité croisée [en %] des principaux métabolites
 de la ciclosporine selon différents immunoessais (informations des fabricants).
Technique AM1 AM9 AM4N AM19 AM1c9
FPIA TDx poly 96 19 62 9 <1
FPIA TDx mono 6.7 19.4 NS NS NS
FPIA AxSYM 6.9 10.8 NS NS NS
RIA CYCLO-Trac sp 0.7 1.7 0.8 <0.1 ND
CEDIA PLUS 5.1 11.9 15.5 0.2 0.5
EMIT <0.3 7.3 <0.3 3 ND
NS: non significatif, ND: non déterminé
Plusieurs études ont mis en évidence, chez différents types de transplantés, des différences 
importantes entre les valeurs obtenues avec les techniques immunologiques et une méthode 
chromatographique de référence (Tableau 2.3.). Des surestimations moyennes allant de 6% 
à 66% ont été observées selon les études, avec une grande variabilité interindividuelle 
pouvant aller jusqu’à plus de 300% de surestimation. Des différences plus élevées ont 
généralement été observées chez des patients transplantés hépatiques, ce qui a pu être 
expliqué par une altération de l’élimination des métabolites [275,277]. Il a été montré que les 
concentrations sanguines de certains métabolites étaient augmentées lors de choléstase, en 
raison d’une diminution de leur excrétion biliaire [279] et qu’il existait une corrélation entre 
leurs concentrations sanguines et les taux sériques de bilirubine totale et conjuguée [280]. 
Une étude a montré que les ratios métaboliques, estimés d’après le rapport des valeurs 
obtenues avec une méthode non sélective (FPIA TDx poly) sur celles obtenues par 
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chromatographie liquide, pouvaient varier jusqu’à 10 fois selon les patients et corrélaient 
avec les biais observés avec les différents immunoessais monoclonaux. La grande variabilité 
interindividuelle observée au niveau de la proportion de métabolites semble également 
correspondre à la variabilité catalytique des CYP3A4/5 pouvant s’élever jusqu’à un facteur 
10 [276].
Tableau 2.3. Surestimations des taux de ciclosporine à C0 avec différents
 immunoessais par rapport à une méthode chromatographique de référence.
Technique Type de transplantation   n
Surestimation
moyenne (intervalle)
Réf.
FPIA TDx mono Hépatique 165 31% [274]
Rénale, cardiaque, moelle osseuse 139 53% [275]
Rénale, hépatique 145 57% (20% à 174%) [276]
Hépatique 40 66% [275]
FPIA AxSYM Rénale, cardiaque, moelle osseuse 139 15% [275]
Hépatique 40 27% [275]
Rénale, hépatique 145 29% (2 à 130%) [276]
Rénale, cardiaque 196 32% [277]
Hépatique 95 47% [277]
CEDIA PLUS Hépatique 165 6% [274]
Hépatique 40 9% [275]
Rénale, cardiaque, moelle osseuse 139 17% [275]
Rénale, hépatique 145 18% (-3% à 81%) [276]
Rénale, cardiaque 196 22% [277]
Hépatique 95 43% [277]
Rénale 73 57% (-25% à 305%) [278]
EMIT Rénale, hépatique 145 11% (-7% à 53%) [276]
Rénale, cardiaque, moelle osseuse 139 15% [275]
Hépatique 165 17% [274]
Rénale, cardiaque 196 22% [277]
Hépatique 40 25% [275]
Hépatique 95 31% [277]
Rénale 73 57% (-1% à 353%) [278]
ACMIA Rénale 73 49% (13% à 273%) [278]
Les résultats obtenus à l’aide des immunoessais doivent être interprétés avec précaution et 
la fraction de métabolites ne doit pas être considérée comme constante entre différents 
individus. Les marges thérapeutiques doivent être adaptées en fonction de la méthode 
analytique utilisée. Dans certaines situations cliniques pour lesquelles une concentration 
sanguine élevée en métabolites est observée, seules les méthodes chromatographiques 
permettent de mesurer avec exactitude les taux sanguins réels en ciclosporine. De telles 
méthodes sont actuellement recommandées par les consensus internationaux [281-283].
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Il semble que les déterminations effectuées à C2 présentent moins de divergences entre les 
différents essais que celles effectuées à C0, en raison de la présence dans l’échantillon 
d’une plus faible proportion de métabolites par rapport à la molécule mère [274,278,284].
2.1.2. Tacrolimus
La mesure des taux résiduels de tacrolimus présents dans le sang est rendue plus difficile 
que pour la ciclosporine en raison des faibles concentrations rencontrées (< 20 ng/ml). 
Différentes techniques immunologiques sont également disponibles pour le dosage de cette 
molécule (Tableau 2.4.). La Figure 2.3. indique la proportion de leur utilisation parmi 
différents laboratoires européens (n=341).
Tableau 2.4. Principales techniques immunologiques pour le dosage du tacrolimus.
Abréviation Méthode Fabricant
MEIA IMx II Microparticle Enzyme-linked ImmunoAssay Abbott
EMIT Enzyme Multiplied Immunoassay Technique Dade Behring
ELISA PRO-Trac II Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay DiaSorin
Figure 2.3. Techniques utilisées pour le dosage du tacrolimus parmi les laboratoires européens 
participant au contrôle de qualité externe « International Proficiency Testing Scheme » fin 2006.
La problématique de surestimation des taux réels en molécule mère exposée pour la 
ciclosporine est également valable pour le tacrolimus. Le Tableau 2.5. indique les réactivités 
croisées des principaux métabolites pour la méthode EMIT.
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Tableau 2.5. Réactivité croisée [en %] des principaux 
métabolites du tacrolimus pour la méthode EMIT (information du fabricant).
Technique 13-déméthyl 31-déméthyl 15-déméthyl 12-hydroxy
13,31-
didéméthyl
15,31-
didéméthyl
EMIT 64.5 6.8 4 0.6 2.6 < 0.1
Différents auteurs ont comparé les résultats obtenus à l’aide de méthodes immunologiques 
par rapport à ceux obtenus par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de 
masse en mode simple (LC-MS) ou tandem (LC-MS/MS) [285-296]. Les biais moyens 
observés allaient de 2% à 25%, avec des surestimations pouvant aller jusqu’à plus de 500% 
chez certains patients (Tableau 2.6.).
Tableau 2.6. Surestimations des taux de tacrolimus à C0 avec différents
 immunoessais par rapport à une méthode chromatographique de référence.
Technique Type de transplantation    n
Surestimation
moyenne (intervalle)
Réf.
MEIA Rénale, hépatique 156 9% [291]
Cardiaque 126 10% (-37% à 45%) [290]
Pulmonaire 203 13% (-29% à 64%) [290]
Rénale, hépatique 229 16% [288]
Divers 1098 16%* (-110% à 200%) [294]
Rénale, hépatique 552 18% (-37% à 580%) [295]
Rénale 49 23% (-7% à 67%) [287]
Hépatique 55 25% (0% à 71%) [287]
ELISA Rénale 98 2% [292]
Hépatique 97 12% [292]
Hépatique 175 17% [297]
EMIT Divers 232 17% [293]
Divers 195 18% [296]
* médiane
Une accumulation de métabolites, en particulier ceux de seconde génération (didéméthyl- et 
didéméthylhydroxy-tacrolimus), a été mise en évidence chez des patients présentant des 
troubles hépatiques (choléstase en particulier). Une corrélation a pu être établie entre 
certains marqueurs de la fonction hépatique (concentrations sériques de 
-glutamyltransférase, phosphatase alcaline et alanine aminotransférase) et l’augmentation 
des concentrations sanguines de certains métabolites [36].
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2.1.3. Sirolimus
Des immunoessais n’ont été commercialisés que récemment pour la quantification du 
sirolimus sanguin, qui était jusqu’alors effectuée uniquement à l’aide de méthodes 
chromatographiques (Figure 2.4.). On retrouve une technique MEIA (Abbott) largement 
utilisée et une CEDIA (Microgenics) moins courante.
Figure 2.4. Techniques utilisées pour le dosage du sirolimus parmi les laboratoires européens 
participant au contrôle de qualité externe « International Proficiency Testing Scheme » fin 2006.
Ces immunoessais manquent également de sélectivité pour la molécule mère (Tableau 2.7.). 
Des surestimations moyennes allant de 14% à 49% par rapport à une méthode sélective ont 
été observées selon les études avec des valeurs individuelles pouvant s’écarter de plus de 
150% (Tableau 2.8.) [298-307].
Tableau 2.7. Réactivité croisée [en %] des principaux métabolites 
du sirolimus selon diférents immunoessais (informations des fabricants).
Technique 11-hydroxy
41-O-
déméthyl
7-O-
déméthyl
41-O-
déméthyl-
hydroxy
41-O- et 32-
O-déméthyl
N-oxyde
MEIA 37 58 63 6 ND ND
CEDIA 44 ND ND 10 73 15
ND: non déterminé
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Tableau 2.8. Surestimations des taux de sirolimus à C0 avec différents
 immunoessais par rapport à une méthode chromatographique de référence.
Technique Type de transplantation   n
Surestimation
moyenne (intervalle)
Réf.
MEIA Rénale 98 14% [304]
Rénale, hépatique 153 15% [301]
Rénale 129 22% (-25% à 87%) [300]
Divers 862 25% (-44% à 162%) [302]
Divers 116 49% (-2% à 128%) [303]
CEDIA Rénale 96 20% [307]
2.1.4. Everolimus
Un seul immunoessai est actuellement disponible pour le dosage sanguin de l’everolimus, il 
s’agit d’une technique FPIA (Seradyn) récemment commercialisée (Figure 2.5.).
Figure 2.5. Techniques utilisées pour le dosage de l’everolimus parmi les laboratoires européens 
participant au contrôle de qualité externe « International Proficiency Testing Scheme » fin 2006.
Des surestimations des taux d’everolimus ont également été observées avec cet 
immunoessai. Avec des échantillons provenant de patients transplantés rénaux et 
cardiaques, les biais moyens étaient de 24%, avec un intervalle de valeurs individuelles 
allant de -30% à 79% [308,309].
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2.1.5. Acide mycophénolique
Deux immunoessais sont actuellement commercialisés pour le dosage du MPA dans le 
plasma ; il s’agit d’une technique EMIT (Dade Behring) couramment utilisée (Figure 2.6.) et 
d’une technique CEDIA (Microgenics). Une nouvelle méthode basée sur une réaction 
enzymatique a été commercialisée au début de l’année 2007, il s’agit du « MPA assay » de 
Roche Diagnostics. Cette technique, qui n’est pas un immunoessai, exploite l’activité 
pharmacologique du MPA, c’est-à-dire l’inhibition de l’enzyme IMPDH, conduisant à un 
bloquage de la formation de NADH mesuré par une diminution du signal à 340 nm. Selon les 
données du fabricant, la réactivité croisée est < 0.1% pour le MPAG et < 7% pour l’AcMPAG.
Figure 2.6. Techniques utilisées pour dosage du MPA parmi les laboratoires européens 
participant au contrôle de qualité externe « International Proficiency Testing Scheme » fin 2006.
Des valeurs entre 7% et 61% supérieures à celles obtenues avec une méthode séparative 
ont été mesurées avec les immunoessais (Tableau 2.9.). Le métabolite actif AcMPAG réagit 
de manière croisée avec la technique EMIT, ce qui n’est pas le cas du métabolite inactif 
MPAG [310]. La quantification du métabolite actif est souhaitable et devrait aller dans le sens 
d’une estimation plus précise de l’état d’immunosuppression du patient. Cependant, la 
présence d’autres métabolites inactifs pouvant donner des réactions croisées 
supplémentaires ne peut être exclue et les méthodes chromatographiques devraient être 
privilégiées. Des surestimations plus importantes ont été observées en transplantation rénale 
durant les premières semaines post-transplantation, en raison d’une diminution de 
l’élimination rénale des métabolites [311-313].
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Tableau 2.9. Surestimations des taux plasmatiques de MPA avec différents
 immunoessais par rapport à une méthode chromatographique de référence.
Technique Type de transplantation n
Surestimation
moyenne (intervalle)
Réf.
EMIT Cardiaque 182 7-24% [314]
Rénale 129 11% (-19% à 48%) [315]
Cardiaque 261 12% [316]
Rénale, pulmonaire 289 17-24% [317]
Rénale 389 19% (-54% à 128%) [313]
Rénale pédiatrique 200 23% [311]
Rénale, hépatique 297 30-35% [314]
Rénale 805 61% (-28% à 423%) [312]
Rénale 102 ? (0% à 96%) [318]
CEDIA Divers 298 55% [319]
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2.2. Méthodes chromatographiques
2.2.1. Préparation de l’échantillon
La première étape de la plupart des processus analytiques consiste en une préparation de 
l’échantillon (Figure 2.7.). Cette étape permet d’augmenter la sélectivité de l’analyse en 
diminuant les interférences avec les composés endogènes et d’améliorer la sensibilité grâce 
à une concentration des analytes. Elle permet également de diminuer la contamination du 
système analytique. La préparation de l’échantillon relève d’une importance particulière en 
ce qui concerne les immunosuppresseurs, en raison de la complexité de la matrice utilisée 
pour la majorité d’entre eux, à savoir le sang complet. Les principales techniques utilisées 
dans ce contexte sont présentées ci-dessous.
Figure 2.7. Processus analytique.
Extraction liquide-liquide
Le principe de l’extraction liquide-liquide (LLE) repose sur une différence de solubilité entre 
les analytes et la matrice par rapport au solvant d’extraction (Figure 2.8.). Dans le cas d’un 
échantillon de sang complet, la première étape consiste en une lyse des érythrocytes et une 
précipitation des protéines. Différents réactifs de précipitation ont été utilisés dans le cadre 
du dosage des immunosuppresseurs, il s’agit principalement de solvants organiques 
(méthanol, acétonitrile ou acétone) utilisés seuls ou en mélange avec des sels (solution de 
sulfate de zinc par exemple). Les analytes sont ensuite extraits à l’aide de solvants 
organiques (1-chlorobutane, diéthyléther ou méthyl-t-butyléther par exemple) et 
reconcentrés. Cette technique comporte généralement de nombreuses étapes, incluant des 
phases d’évaporation, ce qui la rend difficilement compatible avec une utilisation en routine 
pour le dosage de grandes quantités d’échantillons. De plus, cette technique est difficilement 
automatisable.
Préparation
d’échantillon
Séparation Détection
Analyse des 
données
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Figure 2.8. Principe de l’extraction liquide-liquide.
Extraction en phase solide
L’extraction en phase solide (SPE) se déroule généralement en deux étapes (Figure 2.9.). 
Après lyse des érythrocytes et précipitation des protéines, les immunosuppresseurs sont 
retenus sur un support solide (cartouches C18 par exemple) et la matrice est éliminée par 
élution à l’aide de solvants appropriés. Les analytes sont ensuite libérés par élution à l’aide 
de solvants organiques qui seront ensuite évaporés afin de permettre une reconcentration 
des analytes. Tout comme la LLE, cette technique nécessite un temps de réalisation 
important. Elle peut par contre être automatisée à l’aide de systèmes à 96 puits et de robots. 
On parle généralement de SPE off-line lorsque celle-ci n’est pas couplée directement au 
système analytique.
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Figure 2.9. Principe de l’extraction en phase solide.
Système à commutation de colonnes
Cette technique de préparation de l’échantillon est une SPE on-line, c’est-à-dire couplée 
directement à la séparation chromatographique, à l’aide d’un système à commutation de 
colonnes (Figure 2.10.). Après lyse des érythrocytes et précipitation des protéines, 
l’échantillon est injecté dans un système à deux colonnes (colonne d’extraction et colonne 
analytique). A l’aide d’une phase mobile appropriée, les analytes sont dans un premier 
temps retenus sur la colonne d’extraction pendant que la matrice est éliminée (chargement). 
Après changement de configuration du système et de composition de la phase mobile, les 
analytes sont libérés et transférés en flux inverse de la colonne d’extraction sur la colonne 
analytique où se déroulera la séparation chromatographique. Il s’agit d’une technique rapide 
et automatisée se prêtant particulièrement bien à l’analyse de séries. Cette technique a été 
retenue pour le développement des méthodes analytiques exposées dans notre travail.
AnalytesContaminants
Conditionnement Chargement Lavage Elution
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Figure 2.10. Système à commutation de colonnes (SPE on-line).
Injection directe
Cette technique consiste à injecter l’échantillon directement sur la colonne analytique après 
précipitation des protéines. A l’aide d’une phase mobile appropriée, les analytes sont dans 
un premier temps retenus sur la colonne analytique, tandis que la matrice est éliminée 
(Figure 2.11.). Après commutation de la valve et modification de la composition de la phase 
mobile, les analytes sont libérés et élués directement vers le détecteur. Les débits d’analyse 
peuvent être élevés et le développement de méthodes est relativement aisé. Cette technique 
manque cependant de sélectivité et nécessite d’être couplée à un mode de détection 
permettant de combler ce déficit, comme par exemple la LC-MS/MS.
Figure 2.11. Système d’injection directe (lavage puis détection).
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2.2.2. Analyse par spectrométrie de masse
De manière générale, une analyse par spectrométrie de masse se déroule selon les étapes 
suivantes [320]. Les analytes sont dans un premier temps vaporisés et ionisés dans la 
source de l’appareil. Aussitôt formés, les ions sont extraits de la source, focalisés et 
accélérés par des lentilles électroniques, pour accroître leur énergie cinétique. Les ions sont 
ensuite filtrés suivant leur rapport masse/charge (m/z) par l’analyseur et vont terminer leur 
course en venant frapper un détecteur qui amplifie le courant ionique. Le specte de masse  
issu du traitement du signal envoyé par le détecteur est finalement affiché.
De nombreux types de spectromètres de masse ont été développés. Le principe général de 
fonctionnement de l’appareil utilisé dans le cadre de notre travail est décrit ici à titre 
d’exemple. Ce dernier est constitué d’une source électrospray de type orthogonal, couplée à 
un analyseur à quadripôle (Figure 2.12.). Ce type de spectromètre de masse, couplé à la 
chromatographie en phase liquide, est devenu un outil largement utilisé par les laboratoires 
d’analyses. 
Figure 2.12. Représentation schématique d’un spectromètre de masse constitué d’une 
source électrospray de type orthogonal couplée à un analyseur à quadripôle.
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Electrospray
Le flux de phase mobile provenant de la chromatographie en phase liquide contenant les 
analytes et des ions H+ selon le pH de la solution ou des cations tels NH4+, Na+ ou K+ est 
vaporisé à pression atmosphérique en un fin brouillard. Les gouttelettes sont formées à 
l’extrémité d’un capillaire porté à un potentiel élevé (3000-6000V). Le champ électrique 
intense leur confère une densité de charge importante. Par application d’un gaz sec et 
chaud, elles s’évaporent progressivement en perdant des molécules de solvant par des 
mécanismes de désolvatation et d’évaporation. Leur densité de charges électriques 
devenant trop grande, elles explosent en libérant des ions non fragmentés et protonés ou 
cationisés de l’analyte (adduits), porteurs d’un nombre de charges variables (Figure 2.13.). A 
l’aide de champs électriques, seuls les ions vont pénétrer par un orifice dans le spectromètre 
de masse sous haut vide.
Figure 2.13. Principe de l’électrospray, d’après Rouessac [320].
Analyseur à filtre quadripolaire
Les ions formés à l’aide de l’électrospray vont ensuite arriver dans le quadripôle qui est 
formé de quatre barres métalliques parallèles équidistantes d’un axe central imaginaire 
(Figure 2.14.). Par application de tensions alternatives et continues variables entre les 
barres, il y a création à l’intérieur du quadripôle d’un champ électrique fluctuant. Seuls les 
ions qui ont un certain rapport masse sur charge (m/z) peuvent passer au travers du filtre 
ainsi formé sans être déviés, les autres ions étant perdus par collision sur l’une des barres.
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Figure 2.14. Représentation schématique d’un filtre quadripolaire.
2.2.3. Ciclosporine
Méthodes par LC-UV
Un grand nombre de méthodes par chromatographie liquide couplée à la spectrophotométrie 
d’absorption dans l’ultra-violet (LC-UV) ont été développées pour le dosage de la 
ciclosporine depuis 1981 (Tableau 2.10.). La sensibilité de cette technique est suffisante 
pour quantifier cette molécule dans le sang complet en raison de la présence de 
concentrations relativement élevées (100-1500 ng/ml selon le moment de prélèvement). 
Certaines méthodes permettent également de quantifier les principaux métabolites. La 
préparation des échantillons était réalisée principalement par SPE off-line manuelle ou 
parfois automatisée à l’aide de robots, mais également par LLE off-line ou injection directe 
de l’échantillon après une simple précipitation des protéines. Les limites de quantification se 
situaient entre 15-100 ng/ml et les temps de séparation chromatographique entre 6-60 
minutes. 
Le large domaine de concentrations rencontré avec la ciclosporine peut conduire à des 
problèmes de linéarité et la plupart des méthodes n’étendaient pas leur intervalle de dosage 
aux hautes concentrations, c’est à dire à celles rencontrées lors des prélèvements effectués 
à C2, ce qui nécessitait une dilution de certains échantillons. Les méthodes par LC-UV sont 
vulnérables aux interférences liées à la matrice ainsi qu’à d’autres médicaments administrés 
simultanément et nécessitent des procédures d’extraction préalables souvent fastidieuses et 
de longue durée. De plus, afin de limiter les interférences, de bonnes séparations 
chromatographiques sont également nécessaires, conduisant dans la plupart des cas à des 
temps d’élution relativement longs. Ces désavantages peuvent causer des problèmes lors de 
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l’utilisation de ces méthodes en routine dans certains centres de transplantation où de 
nombreuses analyses sont effectuées chaque jour.
Méthodes par LC-MS et LC-MS/MS
Une meilleure sélectivité ainsi qu’une limite de quantification plus basse peuvent être 
obtenues à l’aide de méthodes par LC-MS et surtout LC-MS/MS. Les procédures de 
préparation des échantillons peuvent être simplifiées et les temps de séparation 
chromatographique raccourcis. De telles méthodes ont été développées pour le dosage de la 
ciclosporine dans le sang complet, incluant dans certains cas les métabolites principaux, 
avec des techniques de préparation de l’échantillon par SPE off-line, LLE off-line ou injection 
directe (Tableau 2.10.). Les limites de quantification se situaient entre 1-10 ng/ml et les 
temps d’analyse entre 2-20 minutes.
Tableau 2.10. Méthodes chromatographiques 
pour le dosage sanguin de la ciclosporine  métabolites.
Préparation de l’échantillon
Technique
LLE off-line SPE off-line
Commutation 
de colonnes
Injection 
directe
LC-UV [321-325] [326-334] - [335]
LC-MS [336] [337,338] - [339,340]
LC-MS/MS [341] [342,343] - [344]
2.2.4. Tacrolimus
Le tacrolimus ne possède pas de chromophore, il n’est par conséquent pas possible de le 
quantifier à l’aide d’une méthode par LC-UV. Une détection par fluorimétrie a été proposée 
après dérivatisation. La préparation de l’échantillon consistait en une LLE off-line suivie 
d’une double SPE on-line. La limite de quantification était de 3 ng/ml [345].
Méthodes par LC-MS 
En raison des faibles concentrations rencontrées dans le sang aux taux résiduels (5-20 
ng/ml), le dosage du tacrolimus nécessite une méthode permettant d’atteindre des limites de 
quantification assez basses, ce qui peut être apporté par la LC-MS. Plusieurs méthodes ont 
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été proposées ces dernières années, avec la possibilité de quantifier les métabolites dans 
certains cas (Tableau 2.11.). Des préparations de l’échantillon par SPE off-line manuelles ou 
automatisées ont été utilisées. Les temps d’analyse allaient de 1-12 minutes et les limites de 
quantification étaient de l’ordre de 0.25 ng/ml.
Méthodes par LC-MS/MS
Un certain nombre de méthodes par LC-MS/MS ont également été développées (Tableau 
2.11.). La préparation de l’échantillon était réalisée par LLE off-line ou SPE off-line, avec des 
temps de séparation chromatographique allant de 1.5-4 minutes. Les limites de quantification 
étaient de l’ordre de 0.1-0.2 ng/ml. Une méthode opérant à l’aide d’un système à 96 puits 
miniaturisé a été proposée, permettant de diminuer considérablement le temps de 
préparation de l’échantillon [346]. Après simple précipitation des protéines, les échantillons 
étaient injectés directement sur la colonne analytique. Les temps d’analyse étaient de 2.5 
minutes et la limite de quantification de 0.5 ng/ml.
Tableau 2.11. Méthodes chromatographiques pour le dosage sanguin du tacrolimus  métabolites.
Préparation de l’échantillon
Technique
LLE off-line SPE off-line
Commutation 
de colonnes
Injection directe
LC-UV - - - -
LC-MS - [35,291,347] - -
LC-MS/MS [348-350] [297,351,352] - [346]
2.2.5. Sirolimus
Méthodes par LC-UV
De nombreuses méthodes par LC-UV ont été développées pour le dosage sanguin du 
sirolimus (Tableaux 2.12.). Les faibles concentrations rencontrées aux taux résiduels (5-20 
ng/ml) et la sensibilité relativement limitée de la LC-UV, impliquent un processus d’extraction 
souvent complexe. Des techniques de préparation de l’échantillon par LLE off-line ou SPE 
off-line ont été utilisées. Les volumes d’échantillons requis pour ces méthodes étaient assez 
élevés (0.5-2 ml) et les temps d’élutions relativement longs (10-35 minutes). Les limites de 
quantification étaient satisfaisantes (1-2.5 ng/ml).
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Méthodes par LC-MS
Un certain nombre de laboratoires préfèrent utiliser des techniques par LC-MS (Tableau 
2.12.), en raison de leur plus grande sélectivité et de la possibilité d’atteindre des limites de 
quantification plus basses (0.25 ng/ml), tout en utilisant des volumes d’échantillons plus 
faibles (100 l). Les préparations d’échantillons peuvent être simplifiées et les temps 
d’analyse raccourcis (6-12 minutes). Des SPE off-line ou on-line ont été utilisées. Une 
quantification des quatre métabolites principaux du sirolimus était également possible avec 
ces méthodes.
Méthodes par LC-MS/MS
Plusieurs méthodes par LC-MS/MS ont également été développées (Tableau 2.12.). Les 
techniques de préparation de l’échantillon incluaient des LLE off-line, des SPE off-line, un 
système à commutation de colonnes et une injection directe. Les temps de séparation 
chromatographique se situaient entre 2.5-10 minutes et les limites de quantification entre 
0.25-1 ng/ml.
Tableau 2.12. Méthodes chromatographiques pour le dosage sanguin du sirolimus  métabolites.
Préparation de l’échantillon
Technique
LLE off-line SPE off-line
Commutation 
de colonnes
Injection directe
LC-UV [353-361] [362,363] - -
LC-MS - [45] [46] -
LC-MS/MS [364,365] [366,367] [368] [369]
2.2.6. Everolimus
Méthodes par LC-UV
En raison de son utilisation récente en clinique, seules deux méthodes par LC-UV ont été 
publiées pour le dosage de l’everolimus, l’une avec une préparation de l’échantillon par LLE 
off-line et l’autre par SPE off-line (Tableau 2.13.). Les durées d’analyse allaient de 13-15 
minutes et les limites de quantification de 1-2 ng/ml.
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Méthodes par LC-MS et LC-MS/MS
Les méthodes par LC-MS ou LC-MS/MS conviennent mieux que la LC-UV pour la 
quantification de l’everolimus, en raison des très faibles concentrations sanguines 
généralement mesurées (3-8 ng/ml). Quelques méthodes de ce type ont été développées 
(Tableau 2.13.), avec une préparation de l’échantillon par SPE off-line ou injection directe. 
Les temps de séparation chromatographique allaient de 2.8-16 minutes et les limites de 
quantification étaient de 0.1-1 ng/ml. 
Tableau 2.13. Méthodes chromatographiques pour le dosage sanguin de l’everolimus.
Préparation de l’échantillon
Technique
LLE off-line SPE off-line
Commutation 
de colonnes
Injection directe
LC-UV [370] [371] - -
LC-MS - [372] - -
LC-MS/MS - [373] - [374]
2.2.7. Acide mycophénolique
Le dosage du MMF et de ses métabolites principaux (MPA, MPAG, AcMPAG) est plus aisé 
que celui des autres immunosuppresseurs, en raison d’une quantification à partir du plasma 
ou du sérum (matrices moins complexes que le sang complet) et de concentrations 
beaucoup plus élevées (1-3.5 g/ml pour le MPA).
Méthodes par LC-UV
De nombreuses méthodes par LC-UV ont été développées pour le dosage du MMF, MPA, 
MPAG et AcMPAG (Tableau 2.14.). En raison de la matrice relativement propre, une simple 
précipitation des protéines était utilisée dans la majorité des cas en guise de préparation de 
l’échantillon. Les temps de séparation chromatographique allaient de 8-25 minutes, selon la 
prise en compte ou non des métabolites. La quantification du métabolite actif AcMPAG 
pourrait présenter un intérêt au niveau du suivi thérapeutique, tandis que celle du métabolite 
inactif MPAG se situerait plutôt au niveau d’études pharmacocinétiques. Finalement 
quelques méthodes ont été proposées pour la quantification des formes libres du MPA et 
MPAG, isolées par ultrafiltration. Ces molécules étant fortement liées aux protéines 
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plasmatiques et seules les formes libres étant actives, ces déterminations pourraient être 
utiles chez certains types de patients présentant des perturbations au niveau des protéines 
plasmatiques (hypoalbuminémie par exemple).
Tableau 2.14. Méthodes par LC-UV pour le 
dosage du MMF et métabolites dans le plasma ou sérum.
Préparation de l’échantillon
Composés
Précipitation 
protéines
LLE off-line SPE off-line
Commutation 
colonnes
MMF - - [375] -
MPA [376,377] - - [378]
MMF + MPA [379] [380] - -
MPA + MPAG [381-388] [389] [390-394]
MPA + MPAG + AcMPAG [395,396] - [397] -
MPAG libre - - [398] -
MPA libre + MPAG libre - - [399] -
Méthodes par LC-fluorimétrie
Des méthodes à l’aide d’une détection par fluorimétrie ont été proposées pour la 
quantification du MPA total ou libre [400-402]. La préparation des échantillons était effectuée 
à l’aide d’une simple précipitation des protéines ou par ultrafiltration pour l’obtention de la 
forme libre.
Méthodes par LC-MS/MS
En ce qui concerne la détection par spectrométrie de masse, seules des méthodes par 
LC-MS/MS ont été décrites (Tableau 2.15.). Des préparations de l’échantillon par simple 
précipitation des protéines, SPE off-line ou on-line ont été utilisées. Une ultrafiltration a été 
pratiquée pour isoler le MPA libre. Les séparations chromatographiques duraient de 4-12 
minutes. A noter qu’une méthode a été proposée pour quantifier le MPA dans la salive, il 
manque cependant encore des données pour déterminer l’utilité d’une telle mesure dans la 
pratique clinique [403].
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Tableau 2.15. Méthodes par LC-MS/MS pour le
dosage du MMF et métabolites dans le plasma ou sérum.
Préparation de l’échantillon
Composés
Précipitation 
protéines
SPE off-line
Commutation de 
colonnes
MPA + MPAG [312] [404] -
MPA + MPAG + AcMPAG - - [405]
MPA libre + total - - [406]
MPA libre - [393,398,407] -
2.2.8. Dosage simultané de plusieurs immunosuppresseurs
Certains protocoles d’immunosuppression actuels associent entre autres un inhibiteur de la 
calcineurine à un inhibiteur de la mTOR. Il est par conséquent utile de disposer de méthodes 
permettant de doser simultanément ces composés. De plus, il est intéressant pour les 
laboratoires de pouvoir analyser avec la même méthode des échantillons provenant de 
différents protocoles d’immunosuppression.
Méthodes par LC-UV
Seules deux méthodes par LC-UV ont été développées pour le dosage sanguin simultané de 
ces médicaments (Tableau 2.16.). L’une permet de quantifier la ciclosporine et l’everolimus 
après une SPE off-line et l’autre le sirolimus et l’everolimus après une LLE off-line. En raison 
du manque de sélectivité du détecteur, des séparations chromatographiques relativement 
longues étaient requises (34 minutes).
Méthodes par LC-MS
Plusieurs méthodes permettant de doser simultanément entre 2 et 4 immunosuppresseurs 
ont été développées par LC-MS, avec une préparation de l’échantillon réalisée par des SPE 
off-line automatisées ou par des SPE on-line (Tableau 2.16.). Les métabolites ont également 
été inclus dans certains cas. Les temps d’analyse incluant la préparation de l’échantillon 
pour les méthodes on-line allaient de 9.5-27 minutes. Les limites de quantification se 
situaient entre 0.25-0.4 ng/ml pour le sirolimus, le tacrolimus et l’everolimus et entre 2-7.5
ng/ml pour la ciclosporine.
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Méthodes par LC-MS/MS
Plusieurs méthodes par LC-MS/MS ont été publiées récemment pour la quantification 
simultanée de 2 à 4 agents (Tableau 2.16.). L’utilisation de cette technique a permis de 
diminuer les temps de séparations chromatographiques, la sélectivité étant assurée par le 
détecteur. Des temps d’analyse incluant la préparation de l’échantillon de l’ordre de 4-5 
minutes ont été obtenus pour les méthodes on-line. Les limites de quantification étaient 
assez similaires à celles obtenues à l’aide de la LC-MS, avec des valeurs se situant entre 
0.25-1 ng/ml pour le sirolimus, le tacrolimus et l’everolimus et entre 5-10 ng/ml pour la 
ciclosporine. Finalement, deux méthodes permettant de quantifier des inhibiteurs de la 
calcineurine ou de la mTOR à partir du sang complet ainsi que le MPA à partir du plasma ont 
été publiées récemment [408,409]. Un système à commutation de colonnes ou une injection 
directe ont été utilisés et les temps d’analyses étaient relativement courts (4-5 min).
Tableau 2.16. Méthodes chromatographiques pour le dosage 
sanguin simultané de plusieurs immunosuppresseurs avec ou sans métabolites.
Préparation de l’échantillon
Technique
LLE off-line SPE off-line
Commutation 
de colonnes
Injection directe
LC-UV [410] [411] - -
LC-MS - [412,413] [414-418] -
LC-MS/MS [419] [420] [408,421,422] [409,423-426]
2.3. Conclusion
De nombreuses techniques ont été développées pour le dosage sanguin ou plasmatique des 
immunosuppresseurs dans le cadre du suivi thérapeutique. Les techniques immunologiques 
sont largement utilisées et présentent l’avantage par rapport aux méthodes séparatives 
conventionnelles de pouvoir effectuer des analyses avec un débit relativement élevé et une 
certaine facilité d’emploi. Ces méthodes ont cependant le désavantage de donner des 
réactions croisées avec certains métabolites, pouvant conduire chez certains types de 
patients à des surestimations cliniquement significatives des taux réels en principe actif. En 
raison de leur sélectivité pour les molécules mères, les techniques chromatographiques sont 
actuellement considérées comme les méthodes de choix pour la quantification de ces 
médicaments.
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Abstract
The aim of this work was to develop a selective method for the simultaneous quantification of 
cyclosporine, tacrolimus, sirolimus and everolimus in whole blood and to compare this 
method with the enzyme multiplied immunoassay technique (EMIT) commercialized for 
cyclosporine and tacrolimus. An automated on-line solid-phase extraction system coupled 
with liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) was used. Transplant patient 
samples (cyclosporine n=38; tacrolimus n=41) were analyzed by LC-MS and EMIT. Several 
statistical models were evaluated and Passing-Bablok and Bland-Altman approaches were 
retained for method comparison. The LC-MS assay was fully validated on a concentration 
range of 50-1500 ng/mL for cyclosporine and 2.5-30 ng/mL for tacrolimus, sirolimus and 
everolimus, with satisfactory trueness, repeatability and intermediate precision. 
Overestimations of the concentrations measured with EMIT compared to LC-MS were 
observed with means of 23% and 30% for cyclosporine and tacrolimus, respectively. The 
EMIT demonstrated significant positive biases due to cross-reactions with metabolites, 
indicating that in some clinical situations, a selective method such as LC-MS is preferable.
Keywords: Immunosuppressants; LC-MS; Column-switching; EMIT; Method comparison; 
Passing-Bablok; Bland-Altman.
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1. Introduction
Cyclosporine A (CsA), tacrolimus, sirolimus and everolimus (Figure 1) are 
immunosuppressive drugs used in organ transplantation [1]. The calcineurin inhibitors (CsA 
and tacrolimus) block interleukin-2 production, leading to a decrease in T lymphocyte 
proliferation [2]. The mammalian target of rapamycin (sirolimus and everolimus) blocks 
interleukin-2 induced intracellular signal transduction, leading to an inhibition of T cell cycle 
progression [2]. Due to complementary mechanisms of action, these two classes of agents 
are often combined in the clinic, resulting in a synergistic effect [3]. Due to high 
pharmacokinetic variability, narrow therapeutic indexes and many potential drug-drug 
interactions, close monitoring of blood concentrations is required to prevent rejection and 
minimize toxicity [4]. It is currently recommended to quantify these drugs in whole blood, due 
to a high distribution in erythrocytes, between 40-60% for CsA [5], about 95% for tacrolimus 
[6] and sirolimus [7] and 75% for everolimus [8].
Traditional monitoring of CsA used trough concentration (C0) as the parameter of choice [9], 
however, it has been shown that the latter was not a good surrogate of the area under the 
concentrations time curve (AUC) and that a measurement 2 h after drug intake (C2) 
correlated better with clinical outcome [10]. For the monitoring of tacrolimus [11], sirolimus 
[12] and everolimus [13], C0 measurement currently remains the main approach. The usual 
whole blood therapeutic indexes, which depend on transplantation type, time after graft, 
association of other immunosuppressive agents and analytical methods, range between 
100-400 ng/mL for CsA at C0 [14], 600-1500 ng/mL for CsA at C2 [15], 5-20 ng/mL for 
tacrolimus [14], 4-20 ng/mL for sirolimus [16] and 3-8 ng/mL for everolimus [17] at C0.
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Figure 1. Chemical structures of the studied drugs and the internal standards. 
The arrows indicate the structural differences.
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The following immunological methods are largely used in routine laboratories for CsA whole 
blood quantification: fluorescence polarization immunoassay (FPIA), radioimmunoassay 
(RIA), cloned enzyme donor immunoassay (CEDIA), enzyme multiplied immunoassay 
technique (EMIT) and antibody conjugated magnetic immunoassay (ACMIA) [18]. For 
tacrolimus, three immunoassays are available: microparticle enzyme-linked immunoassay 
(MEIA), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and EMIT [19]. Other immunoassays 
have been recently commercialized for the measurement of sirolimus (MEIA and CEDIA) or 
everolimus (FPIA) [20-22]. Despite an increase in the selectivity of these techniques, the 
disadvantage is that cross-reactions can occur with some metabolites, resulting in an 
overestimation of the measured drug concentrations with unacceptable biases in some 
clinical situations [21-28].
The use of liquid chromatography (LC) for the quantification of immunosuppressive drugs is 
increasing and drastically enhances the method selectivity, and allows the quantification of 
the main drug independently from its metabolites. These methods are now considered to be 
the “gold standard” in therapeutic drug monitoring. Several LC methods coupled with 
ultraviolet (UV), mass spectrometry (MS) or tandem mass spectrometry (MS/MS) detection 
have been developed in case of immunosuppressants with various sample preparation 
procedures including liquid-liquid extraction (LLE), solid-phase extraction (SPE), column-
switching and direct injection [29].
In this publication, a rapid, sensitive and selective method for the simultaneous quantification 
of CsA, tacrolimus, sirolimus and everolimus in whole blood is reported. This method used 
an on-line solid-phase extraction coupled with liquid chromatography, electrospray ionization-
mass spectrometry detection (LC-ESI-MS). The method was validated in terms of selectivity, 
signal suppression, limit of quantification (LOQ), function response, trueness, repeatability 
and intermediate precision. The selectivity of the commercially immunoassay EMIT for CsA 
and tacrolimus was comparatively evaluated for transplant patient samples analyzed 
successively with LC-MS and EMIT.
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2. Materials and methods
2.1. Chemicals and biologicals
CsA, formic acid, sodium formate and zinc sulfate were purchased from Fluka Chemie 
(Buchs, Switzerland). Tacrolimus was a kind gift from Fujisawa Pharmaceutical (Osaka, 
Japan), sirolimus and 27-demethoxy-sirolimus from Wyeth-Ayerst Research (Princeton, 
USA) and everolimus and cyclosporine D (CsD) from Novartis (Basel, Switzerland). All 
reagents and solvents were of analytical grade. Methanol (MeOH) was purchased from 
Biosolve LTD (Valkenswaard, Netherlands). Ultra-pure water was supplied by a Milli-Q Water 
Purification System from Millipore (Molsheim, France). Whole blood samples were obtained 
from individuals involved in a clinical research protocol approved by the local Ethic 
Committee (University Hospitals of Geneva).
2.2. Stock solutions
For each studied drug (CsA, tacrolimus, sirolimus and everolimus), two independent stock 
solutions, one for the calibration and one for the quality control (QC) samples, were prepared 
in MeOH at a concentration of 100 g/mL. For internal standards, stock solutions of CsD and 
27-demethoxy-sirolimus were also prepared in MeOH at 100 g/mL. All solutions were 
aliquoted and stored at -80°C.
2.3. Calibration and QC samples
Further dilutions of the stock solutions were done in MeOH and blank EDTA-treated whole 
blood samples were spiked each day of analysis to reach the required concentrations. For 
the calibration samples, 3 levels were prepared in duplicate at concentrations of 50, 250 and 
1500 ng/mL for CsA and 2.5, 15 and 30 ng/mL for tacrolimus, sirolimus and everolimus. For 
the QC samples, 3 levels were independently prepared in quadruplicate at concentrations of 
50, 150 and 1000 ng/mL for CsA and 2.5, 10 and 20 ng/mL for tacrolimus, sirolimus and 
everolimus. The samples were immediately analyzed or stored at -20°C.
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2.4. Instrumentation
An Agilent Series 1100 LC system (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) was used, 
equipped with an autosampler, a binary pump and a six-port switching valve and combined 
with an additional Agilent Series 1050 LC pump. Detection was performed with an Agilent 
Series 1100 UV-detector or an Agilent Series 1100 MSD single quadrupole MS equipped 
with an orthogonal electrospray ionization (ESI) interface. ChemStation Software Revision 
B.01.01 (Agilent Technologies) was used for the control of the instruments and data 
acquisition. The extraction column was a XTerraTM MS C8, 5 m, 2.1 x 10 mm column from 
Waters Corporation (Milford, USA) fitted with an in-line filter, and the analytical column a 
XTerraTM MS C18, 5 m, 2.1 x 50 mm fitted with a XTerraTM MS C18 5 m 2.1 x 10 mm pre-
column.
2.5. Sample preparation
For protein precipitation, 250 L of calibration, QC or patient samples (EDTA-treated whole 
blood) were vortexed for 5 min with 500 L of precipitation reagent consisting of a mixture of 
MeOH/ZnSO4 0.4 M (8/2 v/v) containing the internal standards CsD (125 ng/mL) and 
27-demethoxy-sirolimus (5 ng/mL). After centrifugation at 2300 g for 5 min, the supernatants 
were transferred into vials for LC-MS analysis.
2.6. On-line solid phase extraction and LC separation
The mobile phases contained formic acid 0.02% and sodium formate 1 M and were 
delivered at 400 L/min. First, an aliquot of the sample (50 L) was loaded on the extraction 
column set at 40°C (pump 1) with a mobile phase composed of a mixture of MeOH/H2O 
(5/95). The valve was switched after 1.0 min and the analytes transferred in the back-flush 
mode on the analytical column set at 50°C with a mobile phase of MeOH/H2O (65/35 v/v) 
(pump 2). The valve was switched to its initial position after 1.7 min and the analytes 
separated on the analytical column with a gradient of MeOH/H2O from 65/35 to 95/5 from 1.7 
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to 8.7 min and with 100% MeOH from 8.7 to 12.0 min (pump 1). Both columns were then 
washed and re-equilibrated (Table 1).
Table 1. Column switching parameters.
Steps Time [min]
Valve
commutation 
Pump 1 [400 L/min]
MeOH/H2O
Pump 2 [400 L/min]
MeOH/H2O
Loading 0.0 - 1.0 5/95 65/35
Transfer 1.0 - 1.7 1.0 min 5/95 65/35
1.7 - 6.7 1.7 min 100/0
6.7 - 8.7
gradient
65/35 to 95/5
8.7 - 12.0 100/0
Analysis,
washing and
re-equilibration
12.0 - 17.0
5/95
65/35
2.7. MS analysis
Nitrogen was used as nebulizing gas at a pressure of 40 psi (1 psi = 6894.76 Pa) and as 
drying gas at 9 L/min and 300°C. The capillary voltage was set at 3500 V and the fragmentor 
voltage at 150 V for tacrolimus, 200 V for sirolimus and 27-demethoxy-sirolimus and 250 V 
for CsA, CsD and everolimus. MS detection of the ions [M+Na]+ of tacrolimus (m/z 826.4), 
27-demethoxy-sirolimus (m/z 906.5), sirolimus (m/z 936.5), everolimus (m/z 980.5), CsA (m/z 
1224.7) and CsD (m/z 1238.7) was carried out in the selected ion monitoring (SIM) mode.
2.8. Method validation
The strategy applied for the validation of the method was based on the approach proposed 
by the “Société Française des Sciences et Techniques Pharmaceutiques” SFSTP [30,31]. 
Validation experiments were repeated over 4 days. The calibration samples (3 levels) were 
repeated twice and the QC samples (3 levels) repeated 4 times. The validation ranges (50-
1500 ng/mL for CsA and 2.5-30 ng/mL for tacrolimus, sirolimus and everolimus) were 
selected to cover the concentrations expected in clinical samples. The large assay range for 
CsA allows measurement of C2 samples.
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Method selectivity was assessed by comparing chromatograms of blank and spiked whole 
blood samples (n=10). Selectivity in regard to potential metabolites was evaluated by 
comparing the m/z ratios of the expected [M+Na]+ and [M+K]+ adducts for the main 
metabolites present in human blood [32-34] with the m/z ratios obtained for the analytes and 
internal standards.
A potential suppression signal effect of sirolimus and everolimus on 27-demethoxy-sirolimus 
and of CsA on CsD was evaluated due to an incomplete chromatographic separation of 
these compounds. Whole blood samples spiked with increasing analytes concentrations (2.5, 
10, 15, 20 and 30 ng/mL for sirolimus and everolimus and 50, 150, 250, 1000, 1500 ng/mL 
for CsA) and fixed internal standard concentrations (10 ng/mL for 27-demethoxy-sirolimus 
and 250 ng/mL for CsD) were analyzed.
Carry-over effects were assessed by analyzing blank whole blood samples (n=3) before and 
after injection of whole blood spiked (n=3) with the studied drugs at high concentrations and 
internal standards at usual concentrations (45 ng/mL for tacrolimus, sirolimus and 
everolimus, 1500 ng/mL for CsA, 10 ng/mL for 27-demethoxy-sirolimus and 250 ng/mL for 
CsD).
The limit of detection (LOD) and LOQ were estimated by injecting whole blood samples 
spiked with the analytes at low concentrations. The LOD was set on the basis of a 3:1 signal 
to noise ratio and the LOQ was estimated on the basis of a 10:1 signal to noise ratio. The 
LOQ was then confirmed in terms of acceptable trueness, repeatability and intermediate 
precision by analyzing QC samples at the estimated concentration.
Response function was evaluated by analyzing calibration samples and constructing 
calibration curves. Calibration curves were based on the peak area ratio of CsA versus CsD 
and of tacrolimus, sirolimus and everolimus versus 27-demethoxy-sirolimus.
For determining trueness, repeatability and intermediate precision, the QC samples were 
recalculated using the established daily response function. Trueness was expressed as the 
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percentage recovery between theoretical and mean measured concentration. Repeatability 
was calculated as the coefficient of variation (%CV) within a single run (intra-day) and 
intermediate precision between different runs (inter-days) using an analysis of variance 
(ANOVA).
The stability of the analytes in whole blood is documented to be several days at room 
temperature and at least 1 year at -20°C [35-38]. Further stability studies were not performed 
in this study.
2.9. Comparison of LC-MS and EMIT
The selectivity of the Syva EMIT 2000 Cyclosporine Assay and the Syva EMIT 2000 
Tacrolimus Assay (Dade Behring, Cupertino, CA, USA) was compared with the LC-MS 
method developed in this work. Whole blood samples from liver, kidney, lung and bone 
marrow transplant patients receiving CsA (n=38) or tacrolimus (n=41) were analyzed 
successively using EMIT according to the manufacturer instructions and LC-MS. All samples 
were trough concentrations, except 5 samples collected at C2 for CsA. To avoid calibration 
bias, the same calibration samples (Dade Behring) were used with both methods. 
Comparison was performed using a nonparametric Passing-Bablok analysis [39,40]
calculated with the macro Analyse-it + Clinical Laboratory 1.67 (Microsoft Excel 2000). The 
linear relationship between the two methods was estimated through the Cusum test. The 
95% confidence interval (CI) was calculated for the slope and intercept. Spearman 
correlation coefficients (rS) were determined using SPSS version 11 (SPSS Inc, Chicago, IL). 
The Bland-Altman approach was used to further assess the differences between both 
methods [41] by plotting the relative difference between the two assays versus the 
determined mean concentration [42]. The mean relative difference and the  1.96 SD of the 
differences (95% limits of agreement) were calculated.
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3. Results
The developed method permits the rapid, sensitive, selective and simultaneous quantification 
of four immunosuppressants (CsA, tacrolimus, sirolimus and everolimus) in whole blood 
using automated on-line solid-phase extraction coupled with LC-ESI-MS after a simple 
protein precipitation step. A similar approach was also developed for the quantification of 
CsA in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) [43].
3.1. On-line solid-phase extraction
The choice of the protein precipitation reagent (MeOH/ZnSO4 0,4 M; 8/2 v/v) was based on 
previous works [38,44,45]. The washing out of endogenous compounds on the selected 
extraction column (XTerraTM MS C8) was monitored by UV detection at 280 nm. The matrix 
was eluted within 0.8 min with a mobile phase composed of MeOH/H2O 5/95 at a flow rate of 
400 L/min. The retention of the analytes was checked up to 20 min of washing. The valve 
was switched after 1.0 min and the time needed for transferring the analytes to the analytical 
column was 0.7 min using MeOH/H2O 65/35 as mobile phase. Another extraction column 
was also evaluated during method development (Oasis HLB, 25 m, 2.1 x 20 mm, Waters
Corporation). With this large particle support used at a flow-rate of 4 mL/min, the time 
needed for matrix elution was slightly shorter (0.5 min), but the time required for analytes 
transfer was not adequate (more than 3 min with MeOH/H2O 65/35), probably due to the 
highest hydrophobic interactions afforded by the stationary phase.
3.2. Chromatographic separation
A chromatographic separation using a gradient of MeOH/H2O from 65/35 to 95/5 in 7 min 
was found to be a good compromise between an acceptable chromatographic separation of 
the compounds on the analytical column and a relatively short analysis time. The retention 
times were 6.4 min for tacrolimus, 6.9 min for sirolimus, 7.0 min for everolimus, 7.1 min for 
27-demethoxy-sirolimus, 8.3 min for CsA and 8.7 min for CsD. 
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Figure 2. Chromatograms of whole blood samples blank and coming from transplant patients receiving, 
tacrolimus (A), sirolimus (B), everolimus (C) or CsA (D). The concentrations were measured at C0 and 
were 11.3 ng/mL for tacrolimus, 12.5 ng/mL for sirolimus, 9.8 ng/mL for everolimus and 147 ng/mL for 
CsA. Chromatograms of the internal standards 27-demethoxy-sirolimus (E) and CsD (F) are shown as 
well.
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Due to the selectivity of the MS detection and a negligible suppression signal effect of the 
analytes on the internal standards (see further), it was not necessary to completely separate 
the compounds, allowing the retention of a relatively short sample turnover time. The total 
time for the analysis of one sample including washing and re-equilibration of the columns 
was 17.0 min.
SIM chromatographic profiles of sodium adduct ions of whole blood samples from four 
transplant patients receiving different immunosuppressive therapies are shown in Figure 2. 
The separation of the analytes and internal standards from endogenous compounds was 
adequate, without interferences observed between patient and blank samples. Sirolimus, 
everolimus and 27-demethoxy-sirolimus eluted in a double peak pattern attributed to the 
separation of cis and trans-isomers [46]. Only the main peak area was used for quantification 
of these compounds. Due to different concentration ranges between the studied drugs, it was 
recommended to work with two internal standards, one at low concentration (27-demethoxy-
sirolimus) for the quantification of tacrolimus, sirolimus and everolimus, and a second at 
higher concentration (CsD) for the quantification of CsA. During the routine use of the 
method in our laboratory, the in-line filter, extraction column and analytical pre-column were 
changed every 500 samples and the analytical column every 1000 samples. With these 
recommendations, no alterations of the chromatographic results were observed.
3.3. MS results
As illustrated in Figure 3, different MS settings were evaluated to optimize the ionization of 
the compounds: nebulizing gas pressure (10-60 psi, selected 40 psi), drying gas flow rate (7-
13 L/min, selected 9 L/min), drying gas temperature (150-350 °C, selected 300 °C), capillary 
voltage (2000-6000 V, selected 3500 V) and fragmentor voltage (50-400 V, selected 150 V 
for tacrolimus, 200 V for sirolimus and 27-demethoxy-sirolimus and 250 V for CsA, CsD and 
everolimus). The sodium adduct ion [M+Na]+ was the most abundant ion and was therefore 
selected for quantification (Figure 4).
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Figure 3. Optimization of MS settings. 100 ng/mL solutions in MeOH/H2O (8/2) containing 0.02% 
formic acid and 1 M sodium formate were injected (10 L) directly into the MS. Detection was carried 
out in SIM mode for the sodium adduct ions [M+Na]+ of tacrolimus (m/z 826.4), 27-demethoxy-
sirolimus (m/z 906.5), sirolimus (m/z 936.5), everolimus (m/z 980.5), CsA (m/z 1224.7) and CsD (m/z 
1238.7).
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Figure 4. Mass spectrum of the studied drugs and the internal standards. 100 ng/mL solutions in 
MeOH/H2O (8/2) containing 0.02% formic acid and 1 M sodium formate were injected (10 L) directly 
into the mass spectrometer.
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3.4. Validation results
The developed method was selective, as no peaks from endogenous compounds were 
observed at the retention time of the analytes or internal standards with 10 different blank 
whole blood samples. No potential interferences were estimated between the main 
metabolites and the studied compounds. No signal suppression of sirolimus or everolimus on 
27-demethoxy-sirolimus was observed at the evaluated concentrations. CsA at high 
concentration (1500 ng/mL) gave a small signal suppression effect (-12%) on CsD. This 
phenomenon is not significant and is taken into account in the calibration. No carry-over 
effects were observed, as no residual signal with blank samples analyzed immediately after 
spiked samples was detected. The observed LOD were less than 1.0 ng/mL and the 
estimated LOQ were 2.5 ng/mL for the studied drugs. The LOQ corresponding to an 
acceptable trueness, repeatability and intermediate precision were 50 ng/mL for CsA and 2.5 
ng/mL for tacrolimus, sirolimus and everolimus. Due to relatively high concentrations found in 
clinical samples, QC samples at concentrations lower than 50 ng/mL were not evaluated for 
CsA. For tacrolimus, sirolimus and everolimus, an ordinary least-squared regression was 
selected for calibration model. Due to the large concentration range, a 1/x weighted least-
squared regression was found necessary to obtain satisfactory results for CsA. On the 
evaluated assay ranges, trueness (88-119%), repeatability (2.4-11.3%) and intermediate 
precision (5.4-20.2%) were found to be satisfactory for the use of the method in clinical 
routine (Table 2).
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Table 2. Validation results for the studied drugs.
Drug
Assay range
[ng/mL]
Whole blood 
concentration 
[ng/mL]
Trueness
[%]
Repeatability 
[%]
Intermediate 
precision
[%]
CsA 50-1500 50 88 5.9 19.6
r2 = 0.995 150 119 11.3 12.3
1000 102 2.4 5.4
Tacrolimus 2.5-30 2.5 111 8.2 18.3
r2 = 0.993 10 107 7.4 10.7
20 114 7.6 13.3
Sirolimus 2.5-30 2.5 101 8.7 20.2
r2 = 0.994 10 97 4.6 12.8
20 101 5.5 8.5
Everolimus 2.5-30 2.5 116 11.1 17.9
r2 = 0.998 10 105 8.2 14.7
20 109 7.1 9.4
r2 : determination coefficient (mean of 4 validation days)
3.5. Comparison of LC-MS and EMIT
Passing-Bablok correlation plots between concentrations measured by LC-MS and EMIT are 
presented in Figure 5A and 5B. According to the Cusum test, there was no significant 
deviation from linearity (p>0.1). The Spearman correlation coefficient (rS) was 0.957 
(p<0.001) for CsA and 0.942 (p<0.001) for tacrolimus. Regression analysis of the data 
yielded the following equations (95% CI are shown between brackets): EMIT = 1.14 (1.09-
1.20) LC-MS + 14.4 (4.6-24.1) for CsA and EMIT = 1.37 (1.21-1.51) HPLC + 0.01 (-0.80-
0.67) for tacrolimus. For CsA and tacrolimus, the slope 95% CI did not include 1, indicating 
the presence of a proportional bias. For CsA, the intercept 95% CI did not include 0, 
indicating an additional constant bias. Bland-Altman plots are shown in Figure 5C and 5D. 
The concentrations measured using EMIT were found to have means 23% (range: 6% to 
46%) and 30% (range: -3%  to 73%) higher than those determined by LC-MS for CsA and 
tacrolimus, respectively. 
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Figure 5. Comparison of LC-MS and EMIT for samples from transplant patients receiving CsA (n=38) 
or tacrolimus (n=41). (A+B) Passing-Bablok correlations for CsA and tacrolimus, respectively. The 
dashed lines and values in brackets show 95% CI. The dotted line indicates the line of identity. 
Spearman correlation coefficients (rs) are indicated. (C+D) Bland-Altman plots for CsA and tacrolimus, 
respectively. Relatives differences between EMIT and LC-MS concentrations are plotted against the 
mean concentrations determined by both methods. The mean differences are shown by solid lines and 
the 95% limits of agreement are displayed by dashed lines.
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4. Discussion
4.1. Chromatographic methods
LC-UV methods developed for the quantification of immunosuppressive drugs often require 
time-consuming multi-steps off-line extractions procedures (SPE or LLE) and relatively long 
chromatographic separations to overcome the lack of selectivity of the detection device. They 
are hardly compatible with large sample batches found in most transplant centers and are 
prone to potential interference with co-administered drugs. LC-MS or LC-MS/MS methods 
allow a reduction in chromatographic separation time and simplification of sample 
preparation. Therapeutic drug monitoring of immunosuppressants based on these 
techniques is more sensitive than UV and allows lower LOQ to be reached in patients under 
combination therapy with doses reduction. On-line extraction methods like column-switching 
or direct injection have been successfully combined with these detection methods, resulting 
in faster and automated procedures [29]. In our work, the combination of on-line SPE with 
LC-MS meets the analytical performances required for routine quantification of 
immunosuppressive drugs in clinical laboratories. To our knowledge, only one method using 
a column-switching system with two pumps and MS detection for the simultaneous 
quantification of four immunosuppressive agents in whole blood has been previously 
published [44]. Another method using a similar principle, but with only one pump, leading to 
an increase in the global analytical time, has also been proposed [38].
4.2. Method comparisons
Quantitative method comparison studies play an important role in the statistical evaluation of 
experiments and are frequently performed in laboratory medicine. Different approaches have 
been proposed in the case of continuous variables, according to the distributional properties 
of the experimental data. Parametric procedures such as ordinary linear regression and 
Deming regression have been largely used [47]. In the ordinary linear regression model 
(Pearson correlation), the line of best-fit equation is calculated by minimizing the y-squared 
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residuals. This approach has some requirements seldom met in practice; it assumes that 
there is no error on the x variable and that the y variable has a constant analytical precision 
(variance homoscedasicity). This procedure assesses the association between the two 
method results and a high correlation coefficient is no guarantee of good agreement. The 
Deming regression has been proposed as an alternative when an error in both variables is 
present [48]. In the case of equal x and y variances, the distance of the data points is 
orthogonaly minimized to the regression line. When x and y present different variances with a 
constant ratio, the distance of the data point is minimized at an angle to the regression line 
that is related to the variances ratio. Nonparametric alternatives of method comparison 
models include the widely used Passing-Bablok regression, based on the rank principle, thus 
less sensitive to outliers than the parametric versions [39,40]. This approach assumes an 
error on both x and y variables, a constant ratio of the variances and no special assumptions 
regarding the distribution of the values. A linear relationship between the two variables is 
assessed using a Cusum test. The slope  is calculated using the slopes of the straight lines 
between any two points and the estimation of the intercept  requires that the same number 
of points is located above and below the regression line. The confidence limits are calculated 
for  and , and are used to estimate whether there is only a chance difference between 
and 1 and  and 0. Bland and Altman proposed an alternative to correlation and regression 
models, based on absolute or relative difference plots [41,49]. An essential feature of this 
approach is the graphical representation of the data with the mean of the results of the two 
methods shown on the x-axis and the difference between the two methods on the y-axis. 
Additionally, the plot includes the line for the mean difference and the experimentally 
observed 2 SD limits of the differences, called 95% limits of agreement. The graph shows 
whether the variability of differences between the methods is constant across the range of 
measurement and examines the individual differences between the two methods. Bland-
Altman plots are complementary to, rather than substitutes for, regression analysis.
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Concerning immunosuppressive drugs, overestimations of the concentrations measured with 
EMIT, comparatively to a chromatographic method of reference, were described by other 
groups when analyzing transplant patient samples, with mean positive biases from 11-57% 
for CsA [23-25,50,51] and 17-18% for tacrolimus [28,52]. The higher concentrations 
measured using EMIT have been attributed to cross-reactivities of the immunoassay with 
several metabolites. These observations were confirmed in the present study with a 23% 
overestimation for CsA and a 30% overestimation for tacrolimus.
The main CsA metabolites found in whole blood are the monohydroxylated AM1 and AM9 
and the demethylated AM4N [53]. The immunosuppressive activities of these compounds are 
less than 10-20% of that of the parent drug [54]. The following cross-reactivities with EMIT 
were observed: AM9 (9.2%), AM4N (3.7%) and AM1 (<1%) [25]. For tacrolimus, the main 
metabolites found in whole blood are demethyl-, demethylhydroxy-, didemethyl-, 
didemethylhydroxy- and hydroxy-tacrolimus [32]. 31-O-demethyl has an immunosuppressive 
activity similar to tacrolimus, 13-O-demethyl and 13,31-O-didemethyl are weakly active and 
no activity has been observed for 15-O-demethyl [55]. These metabolites are known to 
cross-react with EMIT: 13-O-demethyl (64.5%), 31-O-demethyl (6.8%), 15-O-demethyl 
(4.0%) and 13,31-O-didemethyl (2.6%) (Syva EMIT 2000 Tacrolimus Assay package 
insert). Thus for CsA and tacrolimus, due to cross-reactivity of EMIT with metabolites that are 
not or weakly active, the concentrations measured with this immunoassay might not always 
correspond to the immunosuppressive effect.
The amount and the type of metabolites present in whole blood depend on the clinical status 
of the transplant patients. An accumulation of metabolites has been notably observed in 
patients with liver dysfunction due to impaired biliary excretion [32,56] and in the acute phase 
after transplantation [57]. Higher deviations were observed between EMIT and LC with 
samples from liver recipients compared to samples from other patient groups [23,25]. It has 
been suggested that the large range of metabolic ratios observed between individuals could 
be due to the high variability of the catalytic activity of the cytochrome P450 3A4 and 3A5 
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involved in the metabolism of these drugs [24].
In clinical situations where metabolite accumulation is present, only chromatographic 
methods can measure with accuracy the real parent drug concentration. Consensus 
documents recommend the use of a selective method for the quantification of CsA or 
tacrolimus [9,58,59]. It is important to take into account the analytical method when 
interpreting concentrations in clinical samples and therapeutic indexes should be adapted.
CsA C2 monitoring seems to be less problematic in regard of immunoassay cross-reactivities 
than C0. It has been observed that samples measured with immunoassays at C2 gave less 
overestimation than C0 samples, probably due to the presence of a smaller proportion of 
metabolites 2 h after drug intake than just before the next dose [50,51].
Besides EMIT’s lack of selectivity, other disadvantages include the high cost of reagents and 
the lack of possibility to quantify two immunosuppressive drugs simultaneously in the same 
sample. However, the advantage of EMIT versus most LC methods is the easier sample 
handling procedure and the faster turnover time. Furthermore, LC-MS methods are 
technically more complex than immunoassays and required an important financial investment 
that could be a limitation for their use in small laboratories. At the level of validation 
performances, the repeatability and intermediate precision were similar between EMIT and 
the LC-MS method developed in this work.
4.3. Application of the LC-MS method
The LC-MS method is currently used for the quantification of sirolimus and everolimus in our 
laboratory. CsA and tacrolimus are still analyzed with EMIT and the transfer to LC-MS is 
under evaluation. Financial (decrease in EMIT reagents cost) and clinical (no overestimation 
of the measured concentrations) benefits are expected. Presently in our laboratory, 
commercially calibration (Recipe ClinCal, Munich, Germany) and QC (Chromsystems, 
Munich, Germany) samples are routinely used, instead of homemade samples. This method 
was also applied for the quantification of CsA in two clinical pharmacogenetic research 
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protocols approved by local Ethics Committees involving healthy volunteers (Ansermot et al.,
submitted) and transplant patients (Crettol et al., submitted).
In conclusion, we developed and validated a sensitive and selective LC-MS method for the 
simultaneous quantification of CsA, tacrolimus, sirolimus and everolimus in whole blood. The 
sample preparation performed with an on-line SPE provided a rapid and automated 
procedure that can be easily used for the routine quantification of immunosuppressive drugs 
in clinical laboratories. Our method showed good performances in terms of trueness, 
repeatability and intermediate precision. Due to an extended assay range for CsA, C2
monitoring without sample dilution was possible. The LC-MS method presents the 
advantages in comparison to immunoassays to be selective for the parent compounds, to 
allow a simultaneous quantification of drugs in the same sample and to be cheaper in term of 
reagents, despite an important financial investment. Clinically significant overestimations of 
whole blood concentrations of transplant patient samples measured with EMIT has been 
observed with CsA (mean 23%) and tacrolimus (mean 30%) compared to the LC-MS 
method. These positive biases have been attributed to cross-reactivities with some 
metabolites. Thus, it is recommended to use a selective method for the quantification of 
these immunosuppressive drugs, notably in some clinical situations where metabolites may 
accumulate.
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Abstract
As a potential alternative to cyclosporine A (CsA) monitoring in whole blood, a sensitive and 
selective method was developed for quantifying this immunosuppressive drug in human 
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) by liquid chromatography-electrospray 
ionization mass spectrometry (LC-ESI-MS). PBMCs were isolated from whole blood by 
density gradient centrifugation. After purification, cell counts were performed to express CsA 
amounts per single cell. The pelleted cells were then lysed and CsA was extracted with 
methanol (MeOH) containing 27-demethoxy-sirolimus as internal standard. After evaporation 
of the supernatant under nitrogen, the residue was reconstituted in MeOH, further diluted 
with water and injected onto a column-switching unit. On-line solid-phase extraction was 
performed using a C8 column with an acidic aqueous mobile phase containing 5% MeOH. 
The analytes were transferred in the back-flush mode on a C18 column with 65% MeOH and 
the chromatographic separation performed with a MeOH gradient (65%-90%). The detection 
was carried out with a single quadrupole analyzer and the sodium adducts [M+Na]+ were 
monitored for quantification. This sensitive method was fully validated in the range of 5-400 
ng/mL. This allowed the measurement of very small CsA amounts present in cells up to 0.5 
fg/PBMC in clinical samples. Trueness (95.0-113.2%), repeatability (5.1-9.9%) and 
intermediate precision (7.0-14.7%) were found to be satisfactory. This method represents a 
new potential tool for therapeutic drug monitoring of CsA and could be used in clinical 
conditions if the utility of intracellular measurements is confirmed in prospective clinical trials.
Keywords: Cyclosporine A; PBMCs; Intracellular; LC-MS; Column-switching; TDM.
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1. Introduction
Cyclosporine A (CsA), a highly lipophilic cyclic undecapeptide (Figure 1), is a commonly 
used immunosuppressive drug in organ transplantation [1]. It binds to cyclophylin, a 
cytoplasmic receptor present in T lymphocytes, resulting in an inhibition of calcineurin, a key 
enzyme in the intracellular signaling pathway activated after antigenic stimulation. CsA leads 
to a large decrease in cytokine production, resulting in an inhibition of T lymphocytes 
activation and proliferation [2]. CsA exhibits a high degree of pharmacokinetic variability, 
notably due to its metabolism by cytochrome P450 3A4/5 enzymes [3] and transport by the 
drug efflux transporter P-glycoprotein, encoded by the human ABCB1 gene [4]. Furthermore, 
CsA has a narrow therapeutic index and is subject to many drug-drug interactions [5], 
therefore therapeutic drug monitoring (TDM) of this agent is usually performed [6].
Cyclosporine A 27-demethoxy-sirolimus (I.S.)
Figure 1. Chemical structures of the studied compounds.
In whole blood, CsA is distributed in erythrocytes (41-58%), lymphocytes (4-9%), 
granulocytes (5-12%) and plasma (32-47%) [7]. It is currently recommended to measure CsA 
levels in whole blood [8,9], because the erythrocyte-to-plasma distribution ratio is greatly 
variable and principally depends on drug concentration, lipoprotein levels, hematocrit and 
temperature [10-12]. For many years, the standard in the TDM of CsA was to measure 
trough concentration (C0), but more recent findings have shown that CsA quantification at 2h 
post-dosing (C2) was a better predictor of the clinical outcome [13,14]. Immunoassays are 
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largely used for the quantification of this drug [15], but despite the selectivity of these assays, 
cross-reactivity with metabolites can still occur, resulting in an overestimation of the 
concentrations [16-18]. Therefore, it is preferable to use a separative method for the 
quantification of CsA. Several approaches using LC-UV, LC-MS or LC-MS/MS have been 
developed [19-26].
CsA is removed from the lymphocytes by P-glycoprotein transporter present in the 
membrane of these cells [27]. The expression and activity of this protein is variable between 
individuals due to genetic (ABCB1 gene polymorphisms) and environmental (xenobiotic) 
factors [28]. This active transporter might influence CsA levels in the target compartment. 
Masri et al. have proposed to measure CsA directly in human peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) using an immunoassay [29]. Interestingly, no correlation between whole blood 
and intracellular CsA levels was obtained. Furthermore, lower intracellular drug amounts 
have been observed in patients with acute rejection, however, no differences were seen 
between patients with or without rejection in whole blood concentrations [29-33]. Intracellular 
CsA concentration measurements could correlate better with clinical events than in whole 
blood and offer an attractive perspective in TDM of this drug.
In the present work, a validated selective and sensitive analytical method for the 
quantification of CsA in PBMCs by LC-MS is proposed. PBMC extracts were purified by
on-line solid-phase extraction to obtain maximum selectivity towards endogenous 
compounds. The method was fully validated including function response estimation, limit of 
quantification (LOQ), trueness, repeatability and intermediate precision. 
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2. Experimental
2.1. Chemicals, biologicals and material
CsA, formic acid and sodium formate were purchased from Fluka Chemie (Buchs, 
Switzerland) and 27-demethoxy-sirolimus was a kind gift from Wyeth-Ayerst Research 
(Princeton, USA). All reagents and solvents were of analytical grade. Methanol (MeOH) was 
obtained from Biosolve LTD (Valkenswaard, Netherlands). Ultra-pure water was supplied by 
a Milli-Q Water Purification System from Millipore (Molsheim, France). Phosphate-buffered 
saline (PBS) GIBCOTM solution was obtained from Invitrogen (Grand Island, USA) and Ficoll-
PaqueTM Plus solution from Amersham Biosciences AB (Uppsaia, Sweden). Blank PBMCs 
were isolated from buffy coat (leukocyte concentrates containing plasma and little 
contamination with erythrocytes and platelets) obtained from the Blood Transfusion Centre of 
the University Hospitals of Geneva. Blood samples were obtained from healthy volunteers 
that participated to a clinical research protocol approved by the local Ethic Committee 
(University Hospitals of Geneva). The volunteers received a single oral dose (2 mg/kg) of 
CsA. BD Vacutainer CPTTM tubes used for the isolation of PBMCs from whole blood were 
purchased from Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA).
2.2. Instrumentation
PBMC counts were performed on a Sysmex XE-2100 instrument (Sysmex Corporation, 
Kobe, Japan). Quantification of CsA was performed by LC-MS with a column-switching 
system (Figure 2), consisting of an Agilent Series 1100 LC system (Agilent Technologies, 
Palo Alto, USA) including an autosampler, binary pump (pump 2) and six-port switching 
valve, and an additional Agilent Series 1050 LC pump (pump 1). Instrument control and data 
acquisition were processed by the ChemStation Software, Revision B.01.01 (Agilent 
Technologies). The on-line solid-phase extraction was performed on a XTerraTM MS C8, 
5 m, 2.1 x 10 mm (Waters Corporation, Milford, USA) at 40 °C and the separation of the 
analytes on a XTerraTM MS C18, 5 m, 2.1 x 50 mm at 50 °C fitted with a XTerraTM MS C18, 
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5 m, 2.1 x 10 mm pre-column. An in-line filter was placed prior to the extraction column. The 
LC system was coupled to an Agilent Series 1100 UV-detector or an Agilent Series 1100 
MSD single quadrupole MS equipped with an orthogonal electrospray ionization (ESI) 
interface.
Figure 2. Column-switching system. (A), System configuration for steps 1 (loading)
 and 3 (analysis). (B), System configuration for step 2 (transfer).
2.3. Sample preparation and LC analysis
Isolation and purification of PBMCs
PBMCs were isolated from whole blood by density gradient centrifugation. Peripheral venous 
blood (approximately 8 mL) was collected into BD Vacutainer CPTTM tubes and centrifuged 
at 1800 x g for 30 min at 4 °C. The PBMC layers were collected and washed with 10 mL of 
PBS at 4 °C. After centrifugation at 300 g for 15 min at 4 °C, the supernatants were 
discarded. The cell pellets were placed in suspension with 2.5 mL of PBS at 4 °C. Two 250 
L aliquots were taken for cell counting. PBS (10 mL) was added to the remaining cell 
suspensions. After centrifugation at 300 g (15 min at 4 °C), the pellets were stored at -80 °C 
until LC-MS analysis.
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Cells lysis and CsA extraction 
MeOH (1400 L) containing 27-demethoxy-sirolimus as internal standard (I.S.) at 10 ng/mL 
was added to the pellets of PBMCs. The mixtures were vortexed for 2h at room temperature 
(RT) allowing cells lysis and CsA extraction. After centrifugation at 2300 g for 5 min, the 
supernatants were collected and evaporated under nitrogen. The residues were reconstituted 
with 140 L of MeOH (vortexed for 15 min) and 50 L were transferred into vials for the 
LC-MS analysis. Samples were diluted with 33 L of water to have a final MeOH 
concentration of 60%. The final concentration of the I.S. was 60 ng/mL. The remaining 90 L 
of the MeOH extracts were stored at -80 °C for subsequent analysis, if necessary.
Column-switching
The analytical process consisted of 3 steps: loading, transfer and analysis (Table 1). The 
mobile phases, set at a flow rate of 400 L/min, were composed of different mixtures of 
MeOH and water as indicated further, both containing 0.02% formic acid and 1 mol/L 
sodium formate. In the first step, following sample injection (40 L), the proteins and 
hydrophilic compounds were eluted to waste with 5% MeOH, while the compounds of 
interest were retained on the extraction column. After 1.0 min, the valve was switched and 
the analytes transferred in the back-flush mode onto the analytical column with 65% MeOH. 
At time 1.7 min, the valve was switched to its initial position and analytes were separated 
using a gradient of MeOH. The analytical and extraction columns were washed with pure 
MeOH and re-equilibrated with the initial mobile phases.
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Table 1. Column-switching parameters.
Time 
[min]
Pump 1
[400 L/min]
Pump 2
[400 L/min] Column-switching Step
0.0 - 1.0 5% MeOH 65% MeOH Configuration A 1. Loading
1.0 - 1.7 5% MeOH 65% MeOH Configuration B 2. Transfer
1.7 - 6.7 100% MeOH
6.7 - 16.7
gradient 65-90% 
MeOH
16.7 - 20.7 90% MeOH
20.7 - 26.0 100% MeOH
26.0 - 31.0
5% MeOH
65% MeOH
Configuration A 3. Analysis,
washing
and
re-equilibration
2.4. MS analysis
Nitrogen was used as nebulizing gas at a pressure of 40 psi (1 psi=6894.76 Pa) and as 
drying gas at 9 L/min and at 300 °C. The capillary voltage was set at 3500 V and the 
fragmentor voltage at 250 V and 200 V for CsA and 27-demethoxy-sirolimus, respectively. 
The MS was set in selected ion monitoring (SIM) mode to detect the sodiated ions [M+Na]+
of CsA (m/z 1224.7) and 27-demethoxy-sirolimus (m/z 906.5) with a Dwell time of 430 ms on 
each mass.
2.5. Calibration and quality control (QC) samples
Preparation of blank PBMCs
Blank PBMCs were isolated from buffy coats (60 mL) mixed with 70 mL of PBS. In four tubes 
containing 17 mL of Ficoll-PaqueTM Plus solution each, a 32 mL aliquot of cells suspension 
was added carefully without mixing. After centrifugation at 800 g (20 min at RT), the PBMC 
layers (found at the interface between the plasma and the Ficoll-PaqueTM Plus solution) were 
collected and pooled in two tubes (2 layers/tube). The cells were washed with 45 mL of PBS 
(centrifugation at 800 g for 10 min at RT). The two pellets were re-suspended each in 45 mL 
of PBS and pooled. Two aliquots of cells suspension (300 L) were taken out for cell 
counting. The PBMC suspension was then aliquoted (about 80 aliquots of  7 x 106 cells). 
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After centrifugation at 400 g for 10 min at RT, the supernatants were discarded and the 
pellets stored at -80 °C.
Preparation of calibration and QC samples
Stock solutions of CsA and 27-demethoxy-sirolimus (I.S.) were prepared in MeOH at a 
concentration of 100 g/mL and stored at -80 °C. Further dilutions were achieved in MeOH 
and blank PBMC samples spiked fresh with 1400 L of CsA solution at different 
concentrations. These samples were then processed similarly to the real samples and final 
concentrations of 5, 75, 200 and 400 ng/mL were reached for the calibration samples and 5, 
20, 100, 250 and 400 ng/mL for the QC samples, each containing 60 ng/mL of I.S. and 60% 
MeOH. A QC sample at 800 ng/mL was prepared and diluted to validate the possibility of 
sample dilutions, if concentrations fell out of the calibrated range.
2.6. Method validation
The validation strategy was based on the recommendations of the “Société Française des 
Sciences et Techniques Pharmaceutiques” (SFSTP) [34-36]. The calibration (k=4) and the 
QC (k=5) samples, were prepared in duplicate (n=2) on each validation day. The 
concentration range (5-400 ng/mL) was selected on the basis of preliminary results to cover 
CsA expected levels in clinical samples. A total of 8 validation days were performed, to 
monitor inter-day variability [37]. The suggested 8 days x 2 replicates per concentration 
levels are in line with the ISO and FDA recommendations. This validation design is more 
balanced than the more classical one (3 days x 4 replicates) with higher number of 
observations and homogenous degrees of freedom for precision variance estimation. Here,
degrees of freedom are quite similar for both repeatability and intermediate precision 
(8 and 7).
Method selectivity was assessed by analyzing blank and spiked PBMC extracts from 6 
different healthy volunteers. Calibration curves were based on the peak area ratio of CsA 
versus the I.S.. The trueness, repeatability and intermediate precision were determined with 
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recalculation of the QC samples with the daily response function established. Trueness was 
expressed as the ratio between theoretical and the average measured concentration. 
Repeatability was expressed as the coefficient of variation (%CV) of the ratio of the intra-day 
variance on the theoretical value at each concentration level. Intermediate precision was 
expressed as the %CV of the ratio of the inter-day variance on the theoretical value at each 
concentration level. Both variances were obtained using an analysis of variance (ANOVA) as 
described by Hubert et al. [35]. The LOQ was determined to be the lower QC sample with an 
acceptable trueness, repeatability and intermediate precision. Previous works have shown 
that CsA had good stability [38-41], therefore, no further stability studies were performed 
here. 
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3. Results and discussion
3.1. Isolation, purification and counting of PBMCs
The use of BD Vacutainer CPTTM tubes provided an easy handling method for PBMC 
isolation from whole blood. An important issue is that the procedure must be performed at 
4 °C in order to block CsA efflux out of the cells. During method development, PBS washing 
solutions were retained in order to check the presence of CsA. Aliquots of the PBS washing 
solutions (1 mL) were evaporated to dryness under vacuum, reconstituted with MeOH 
containing the I.S., diluted and injected onto the LC-MS system. No residual CsA was 
detected in the second PBS washing solutions, indicating that two washing steps were 
sufficient for extensive removal of extracellular CsA from the plasma fraction and that no 
drug leaked out of the cells during the washing procedure.
Cell counting with a Sysmex XE-2100 instrument was a rapid and simple method. The 
variability of this instrument was assessed by preparing PBMC suspensions at 3 different 
concentrations in PBS and counting 8 aliquots for each cell suspension. The variability 
obtained, expressed as %CV, was found to be dependant on cell concentrations. Results 
were satisfactory with 2.1, 9.5 and 15.0 %CV for suspensions of 4.8, 1.8 and 0.7106
cells/mL, respectively. This corresponded to the observed concentrations range obtained 
with clinical samples.
3.2. CsA extraction from PBMCs
To assess CsA extraction from PBMCs, aliquots of cells isolated from whole blood of a 
healthy volunteer receiving CsA were extracted under different conditions. Both volume and 
composition of the extraction solvent were evaluated by comparing agitation for 2h at RT with 
300 L of MeOH, 1400 L of MeOH and 1400 L of ethanol. To assess the relative 
recoveries obtained after this single extraction step, two other extractions under more drastic 
conditions were performed (agitation with 1400 L of the respective solvents for 1h at 40 °C 
in an ultrasonic bath). The extractions were performed in triplicates and prepared similarly for 
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injection onto the LC-MS system. The quantity of CsA extracted was assessed by calculating 
the peak area ratio of CsA versus the I.S.. The relative recovery of each extraction step was 
determined by calculating the ratio of the quantity extracted in one step versus the total 
quantity extracted during the entire process (3 steps).
After the first extraction step, the best relative recovery was obtained with 1400 L MeOH 
(98%  0.6%), followed by 1400 L ethanol (95%  1.5%) and 300 L MeOH (92%  0.6%). 
In all cases, only small amounts of CsA were extracted during the second step, and no drug 
was present in the last extraction step, indicating that a single extraction step was sufficient. 
Based on these results, agitation with 1400 L of MeOH for 2h at RT was selected.
3.3. On-line solid-phase extraction
Three steps are generally involved in the development of an on-line solid-phase extraction 
method: evaluation of sample washout on the extraction column, verification of analyte 
retention on this column and assessment of transfer from extraction to analytical columns. 
First, ultraviolet detection at 280 nm was used to assess sample washout. Only 1.0 min was 
required to elute the endogenous material to the waste with a mobile phase composed of 5% 
MeOH and a flow rate of 400 L/min. For analyte retention, different injection volumes (5, 20 
and 40 L) and sample solvent composition after reconstitution (40%, 60%, 80% and 100% 
MeOH) were evaluated. These parameters must be carefully adjusted because a high MeOH 
content can result in loss of analyte while a too low MeOH concentration could lead to drug 
solubility problems. A higher MS signal and a good peak shape were observed with 40 L 
injection and 60% MeOH. Finally, a proportion of 65% MeOH was found to be the best 
compromise between a rapid transfer of the analytes (0.7 min) and an appropriate 
hydrophobic retention in the analytical column, chosen to be more retentive (C18) than the 
extraction support (C8).
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3.4. Chromatographic separation
The retention times were 9.2 min for the I.S. and 12.3 min for CsA (Figure 3). A small peak at 
13.2 min was observed at the same m/z value as CsA. A relatively slow mobile phase 
gradient from 65-90% MeOH in 15 min was required to separate this compound from CsA. 
This peak has been attributed to an endogenous compound, due to its presence in blank 
PBMC extracts. To check that this compound was not due to the the BD Vacutainer CPTTM
tubes, 60% MeOH was mixed inside the tubes and the solutions analyzed. No peak was 
observed at 13.2 min. In previous experiments, cyclosporine D (methyl-CsA) was initially 
evaluated as I.S. This compound was discarded due to a bad observed efficiency on the 
selected analytical support and therefore relatively high signal to noise ratio. 27-demethoxy-
sirolimus was found to be a satisfactory I.S. This compound eluted in a double peak pattern, 
attributed to cis and trans-isomers, as shown in previous studies [42,43]. Only the main peak 
was used for quantification. The total time for the analysis of one sample was 31.0 min, 
including washing and re-equilibration of the system.
Figure 3. Chromatograms of a PBMC extract blank and spiked with CsA (50 ng/mL) and I.S. 
(60 ng/mL). The MS signals at m/z 1224.7 (A) and 906.5 (B) are shown.
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The use of an automated on-line solid-phase extraction system presents the advantage to be 
a rapid method comparatively to off-line sample preparation methods and could also 
compensate for the relatively long PBMC isolation and CsA extraction steps. Compared to a 
direct injection procedure, the use of a column-switching system yields a cleaner sample for 
injection onto the analytical column and allows analyte preconcentration. The presence of 
other compounds eluting simultaneously with CsA at different m/z ratio was verified in scan 
mode (m/z 500-1500) with injection of PBMCs extracts spiked with CsA. No other 
compounds with important signal co-eluted with this drug at 12.3 min. In the present study, 
the ion suppression was expected to be limited. The sample pre-treatment, protein 
precipitation technique with MeOH, has been shown to remove up to 92% of the proteins 
present in human plasma [44]. Therefore, only a small residual protein amount was 
supposed to be present during on-line extraction. Residual proteins should be discarded to 
the waste during the on-line extraction process. As apparent retention factors were important 
for the monitored analytes, the latter were eluted after the matrix effect time window 
described by Marchi et al. in case of similar configuration [45].
3.5. MS results
Although, the use of LC-MS/MS is increasing in bioanalytical chemistry, a compromise has to 
be found between method complexity and ease-of-use. Several methods have recently been 
published for CsA quantification in whole blood in LC-MS/MS [20-23], however for TDM the 
use of single quadrupole MS method could be considered. The latter is simple, less
expensive and can be used in most clinical laboratories with very good performance. It has to 
be noted that the main drawback of single quadrupole MS strategies is related to the fact that 
only one ion in SIM mode is generally used for drug quantification [25,41,46], which could be 
insufficient for method selectivity, particularly when low molecular weight compounds are 
monitored. Here, with compound molecular mass higher than m/z 900, this issue appeared 
less critical. Both CsA and I.S. were mainly detected as their sodium adduct ions [M+Na]+
(Figure 4). Such adducts were regularly selected by other groups that have quantified these 
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compounds with a similar detector [24,39,41,46,47]. Potassium adduct ions [M+K]+ were also 
observed for CsA and I.S. and protonated molecule [M+H]+ was observed for CsA. Some 
authors have proposed to regulate multimer formation with the incorporation of a primary 
amine (dodecylamine) in the mobile phase [48], but this alternative failed to form one 
dominating species in independent experiments achieved for CsA. Therefore, the monitoring 
of the sodium adduct ion at m/z 1224.7 and 906.5 were found to be the best compromise and 
further evaluated for the quantitative studies. Here, non-optimal selectivity issue with only 
one ion monitored per compound was considered acceptable thanks to an absence or 
identified co-medication in the tested samples.  
Cyclosporine A 27-demethoxy-sirolimus
Figure 4. Mass spectra for the studied compounds. 100 ng/mL solutions (10 L) in MeOH/water (8/2) 
containing 0.02% formic acid and 1 mol/L sodium formate were injected directly into the MS.
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3.6. Validation results
The method was selective and no interferences were observed at the retention time of CsA 
and I.S. with 6 different blank PBMC extracts. To determine the best response function, 
different regression models (linear regression, linear regression through 0, linear regression 
on square-root transformed data, linear regression on log transformed data, quadratic 
regression and weighted linear regression (weighted factor 1/x or 1/x2)) were evaluated 
based on the total error concept proposed by SFSTP and the tolerance intervals evaluation. 
The best calibration model, giving the highest quality results using accuracy profiles 
(Figure 5), was the log-transformation of the variables. The accuracy profile was built using 
trueness and intermediate fidelity variance as indicated by Boulanger et al. [36]. A 30% 
relative error was selected as the acceptance threshold where the expected proportion of 
measures (95%) that will fall within the acceptance limits. It must be noted, that FDA 
recommendations for bioanalysis (15% bias and 15% precision) lead to an acceptance level 
of about ± 40%. 
Figure 5. Relative (A) and absolute (B) accuracy profiles for CsA with log transformed data. The solid 
line indicate the trueness and the dashed lines represent the accuracy calculated as trueness plus and 
minus 1.89 times intermediate precision. The dotted lines represent the acceptance limits of ± 30 %.
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The LOQ was 5 ng/mL and corresponds to the lower QC with acceptable validation results. 
On the evaluated assay range, trueness, repeatability and intermediate precision were found 
to be satisfactory (Table 2). For samples with concentrations higher than 400 ng/mL, the 
performance of the diluted 800 ng/mL QC was not statistically different from the undiluted 
400 ng/mL concentration level (Student t test (=0.05), data not shown). Therefore, when 
out-of-range concentrations are observed within the routine use of the method, a simple 
dilution of the sample can be performed.
Table 2. Trueness, repeatability and intermediate precision for CsA.
PrecisionCsA
concentration 
[ng/mL]
Trueness
Repeatability Intermediate precision
5 99.7% 9.9% 11.8%
20 100.3% 9.6% 14.7%
100 113.2% 5.1% 9.1%
250 100.9% 7.2% 9.5%
400 95.0% 5.2% 7.0%
800/2 91.8% 5.0% 8.5%
3.7. Application of the LC-MS method
This method was successfully applied in two pharmacogenetic clinical research protocols 
approved by local Ethics Committees involving healthy volunteers (Ansermot et al.,
submitted) and transplant patients (Crettol et al., submitted). The pharmacokinetics of CsA 
within PBMCs and the influence of ABCB1 gene polymorphisms on the intracellular CsA 
distribution were evaluated. Figure 6 shows an example of a chromatogram of PBMC 
extracts from a healthy volunteer 2h after intake of a single oral dose of CsA (2 mg/kg). The 
injected drug concentration measured by LC-MS was 208 ng/mL and the number of PBMCs 
in the sample was 5.2106, which corresponds to a CsA amount of 9.3 fg/PBMC.
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Figure 6. Chromatograms of PBMC extracts of a healthy volunteer before (a) and 2h after (b) intake of a 
single oral dose of CsA (2 mg/kg). Chromatogram of the I.S. (c). In this example, the injected 
concentration measured was 208 ng/ml and the number of PBMCs in the sample was 5.2106, which 
corresponds to a CsA amount of 9.3 fg/PBMC.
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4. Conclusions
A sensitive and selective analytical method was developed for the quantification of CsA in 
human PBMCs with on-line solid-phase extraction coupled with LC-ESI-MS. To our 
knowledge, this is the first method using this technique for the intracellular quantification of 
CsA. This method is very sensitive and may present better selectivity than immunoassays. 
The developed method showed good performance in terms of trueness, repeatability and 
intermediate precision. The CsA intracellular concentrations measured included the amount 
present in the cytoplasm and in the membranes of the PBMCs. The measured levels are 
expected to be more representative of CsA concentration at the site of action than the 
measurement in whole blood. Despite the time needed for PBMC isolation and CsA 
extraction, this method is a new potential tool for TDM of CsA and could be used in clinical 
conditions if the utility of intracellular measurements is confirmed. Prospective studies are 
needed to evaluate the correlation between intracellular concentrations and clinical impact, 
and intracellular therapeutic indexes should be established. 
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Abstract
The calcineurin inhibitor cyclosporine is removed from lymphocytes by the drug efflux 
transporter P-glycoprotein (P-gp) encoded by the ABCB1 gene for which several single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) have been identified. Of a total of 87 healthy volunteers 
genotyped for ABCB1 G2677T/A and C3435T SNPs, 10 GG-CC and 9 TT-TT individuals 
were selected and received a single oral dose of cyclosporine. Peripheral blood mononuclear 
cell (PBMC) ABCB1 mRNA expression, P-gp activity in CD4+ and CD8+ cells and the 24h 
cyclosporine pharmacokinetics in PBMCs and whole blood were determined. No correlation 
was observed between cyclosporine PBMC and whole blood levels (AUC0-24, Spearman, 
rS=0.09, p=0.71). Intraindividual PBMC and whole blood levels followed parallel profiles that 
did not significantly differ with respect to tmax (Wilcoxon, p=0.53) and t1/2 (p=0.49). Significant 
negative correlations between cyclosporine t1/2 in PBMCs and P-gp activity in CD4
+ (rS=-0.82, 
p=0.007) and CD8+ (rS=-0.72, p=0.03) were observed among TT-TT subjects. Similarly, a 
negative correlation was detected in the GG-CC group between P-gp activity in CD4+ and 
cyclosporine PBMC AUC0-24 (rS=-0.69, p=0.03), as well as PBMC to whole blood AUC0-24
ratio (rS=-0.60, p=0.07). Tested ABCB1 genotypes had no influence on cyclosporine 
pharmacokinetic parameters in PBMCs and whole blood. The haplotypes investigated were
neither significantly correlated with PBMC ABCB1 mRNA expression nor with P-gp activity in 
CD4+ and CD8+. Cyclosporine whole blood concentrations did not predict PBMC drug levels, 
suggesting that despite values in the therapeutic range, some subjects could have 
inadequate intracellular drug levels.
Keywords: Cyclosporine; PBMCs; ABCB1; P-Glycoprotein; TDM; Pharmacogenetics.
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1. Introduction
Cyclosporine (INN, ciclosporin), a calcineurin inhibitor used after organ transplantation [1], 
has highly variable blood pharmacokinetics [2], notably due to its metabolism by the 
cytochromes P450 (CYP) 3A4/5 enzymes [3] and its transport by the P-glycoprotein (P-gp) 
[4]. Cyclosporine has a narrow therapeutic index and is subject to many drug-drug 
interactions [5]. Therefore, therapeutic drug monitoring is needed in order to predict clinical 
efficacy [6]. Due to high distribution into erythrocytes [7], cyclosporine quantification is 
currently performed in whole blood [8]. Trough level quantification (C0) is still largely used, 
but recent findings have shown that the concentration at 2h after drug intake (C2) was a 
better predictor of clinical outcome [9].
P-gp is a member of the adenosine triphosphate-binding cassette family and acts as an 
efflux pump that removes drugs from the intracellular compartment [10]. It is located in many 
tissues, including the small intestine, liver, kidneys, blood-brain barrier and placenta and 
plays an important role in drug absorption, distribution and elimination [11]. P-gp is also 
located in the membrane of lymphocytes [12] and therefore could regulate cyclosporine 
intracellular amounts.
P-gp is encoded by the human ABCB1 gene, also called multidrug resistance gene (MDR1), 
for which 48 different single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been identified, with 19 
variants found in the coding region, including 13 non-synonymous and 6 synonymous SNPs. 
The most studied SNPs are the synonymous C3435T (exon 26) and C1236T (exon 12) and 
the non-synonymous G2677T/A (exon 21) resulting in two amino acid changes, 
Ala893Ser/Thr. The SNPs found on exons 12, 21 and 26 are not strictly allelic, they exhibit 
strong linkage disequilibrium and account for the majority of the described haplotypes [13]. 
The impact of these polymorphisms on ABCB1 mRNA levels, P-gp expression or activity in 
various tissues, as well as on the pharmacokinetics of different substrates revealed 
conflicting results [14].
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The proportion of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) expressing P-gp correlated 
significantly with the incidence of acute rejection episodes in heart transplant patients under 
cyclosporine therapy [15]. More recently, a trend toward higher P-gp expression in PBMCs 
and acute rejection and a significant decrease in P-gp expression with severe infections was 
observed in cyclosporine-treated liver transplant patients [16]. Furthermore, in whole-blood 
cultures from renal-transplant patients stimulated ex vivo, cyclosporine resistance was 
significantly associated with a greater P-gp expression in PBMCs [17]. Higher cyclosporine 
retention was observed in P-gp lacking tumoral lymphoid cell lines than in P-gp expressing 
cells [18]. Taken together, these observations suggest that P-gp might play a crucial role in 
the immunosuppressive effect of cyclosporine by removing this drug out of its main 
intracellular lymphocyte target.
We have investigated the 24h cyclosporine pharmacokinetics within whole blood and PBMCs 
in healthy volunteers receiving a single oral dose of this drug. The impact of ABCB1 
G2677T/A-C3435T haplotypes and P-gp activity in CD4+ and CD8+ cells on cyclosporine 
pharmacokinetics in PBMCs and whole blood were evaluated. We also studied the influence 
of these haplotypes on PBMC ABCB1 mRNA levels and P-gp activity in CD4+ and CD8+ cells 
and the impact of ABCB1 mRNA levels on P-gp activity.
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2. Methods
2.1. Ethics
The study was conducted according to the revised Declaration of Helsinki. The protocol was 
approved by the Ethics Committee of the University Hospitals of Geneva and by the Swiss 
Agency for Therapeutic Products (Swissmedic, Bern). Written informed consent was 
obtained from all subjects.
2.2. Subjects
Healthy adult male volunteers were included in the study. Before participation, all subjects 
underwent a complete history and clinical examination. The non-inclusion criteria were 
current drug treatment, known drug allergies, regular smokers and the presence of any 
current infectious disease, hypertension, asthma, liver, renal, neurological or psychiatric 
diseases. Before the second part of the study, the subjects were asked to refrain from 
alcohol, caffeine, chocolate and grapefruit juice for 48h. They must not have given their blood 
in the 2 months prior to the study and not have been vaccinated during the last month. 
2.3. Study design
The study was set in two phases. The first part consisted of ABCB1 genotyping (SNPs 
G2677T/A and C3435T). Individuals presenting the haplotypes 2677GG-3435CC (wild-type 
homozygote) or 2677TT-3435TT (mutant homozygote) were selected for participation to the 
second phase of the study.
In the second part, the selected subjects were admitted to the University Hospitals of Geneva 
after an overnight fast. Each volunteer received a single 2 mg/kg oral dose of cyclosporine 
microemulsion (Sandimmun Neoral, Novartis, Switzerland) diluted in 2 dl of orange juice. 
The dose was chosen as low as possible, considering quantitative analytical requirements 
and minimizing potential dose-dependent adverse drug reactions. Whole blood samples (11 
ml) were collected through an intravenous catheter before the dose and at 1, 2, 3, 4, 6, 8 and 
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24h after drug intake for the determination of cyclosporine pharmacokinetics in whole blood 
and PBMCs. Additional blood samples (24 ml) were collected before drug intake for ABCB1
mRNA quantification and P-gp activity determination. A glucose 5% perfusion was 
administered during the first 8h and blood pressure and heart rate were monitored regularly. 
A complete meal was served 4h after drug administration. At 8h the volunteers went home 
and came back the next morning for the 24h blood sample.
2.4. Genotyping of ABCB1 C3435T and G2677T/A SNPs
Genomic DNA was extracted from whole blood (200 l) using the QIAamp DNA blood mini kit 
(QIAGEN, Hombrechtikon, Switzerland). ABCB1 C3435T and G2677T/A polymorphisms 
were determined in a single multiplex PCR with fluorescent probe melting temperature 
analysis on a LightCycler (Roche, Rotkreuz, Switzerland). For the G2677T/A variant, a 
sensor probe modified with a locked nucleic acid (LNA) was used to improve allelic 
discrimination [19]. The genotyping reaction mixture (20 l) contained: 3 mM MgCl2, 500 nM 
of each primer, 200 nM of each classical probe, 100 nM of the LNA-containing sensor probe, 
60 ng of DNA and 2 l of the LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization probes kit 
(Roche). Primers and probes were obtained from TIB MOLBIOL (Berlin, Germany) and their 
sequences are indicated in Table 1. PCR was performed according to a previously described 
program [19]. The following mean melting temperatures were obtained: for C3435T, 65.7°C 
and 57.8°C for the C and T, respectively; for G2677T/A, 48.2°C, 40.8°C and 52°C for the G, 
T and A, respectively. Standard deviations were < 0.3°C. The reliability of the method was 
confirmed by analyzing DNA samples of known C3435T and G2677T/A ABCB1 genotype.
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Table 1. Primers and probes used for ABCB1 genotyping.
SNP Oligonucleotide sequence
C3435T Fw: 5’-tggcaaagaaataaagcgac
Rv: 5’-gactcgatgaaggcatgta
Anc: 5’-acaacagccgggtggtgtca-FL
Sens: 5’-LC705-ggaagagatcgtgagggcag-PH
G2677T/A Fw: 5’-gcaggagttgttgaaatgaaaatg
Rv: 5’-cgcctgctttagtttgactca
Anc: 5’-LC640-ctttcttatctttcagtgcttgtcc-PH
LNA_Sens: 5’-ttcccagTaccttct-FL
Fw, forward primer; rev, reverse primer; anc, anchor probe; sens, sensor probe; LNA-sens, sensor probe 
containing a locked nucleic acid (upper case letter); LC705, LightCycler Red 705 dye; LC640, LightCycler Red 
640 dye; FL, fluorescein; PH, phosphate.
2.5. Total PBMC RNA isolation and ABCB1 mRNA quantification
PBMCs were isolated from freshly collected whole blood (8 ml) by density gradient 
centrifugation (2700 rpm, 30 min, room temperature) using BD Vacutainer CPTTM tubes 
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) and washed twice with phosphate-buffered saline 
(PBS) solution. After extraction using the NucleoSpin® RNA II kit (Macherey-Nagel, Düren, 
Germany), total RNA (200 ng) was reverse-transcribed using the iScript cDNA synthesis kit 
(BioRad, Hercules, CA) in a 20 l final reaction volume containing oligo(dT) and random 
hexamer primers. The relative abundance of ABCB1 mRNA was assessed by Taqman 
quantitative PCR, and human large ribosomal protein (RPL0) was used to normalize data. 
Briefly, commercially available TaqMan® gene expression assays including pre-designed 
PCR primers and a FAMTM dye-labeled TaqMan MGB probe (Applied Biosystems, 
Warrington, UK) were used: the Hs00184491m1 assay for ABCB1 and the Hs99999902m1 
assay for RPL0. Reactions were performed in Taqman Universal PCR Master Mix (Applied 
Biosystems) using an iCycler iQ detection system (Bio-Rad).
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2.6. P-gp activity in CD4+ or CD8+ cells
To specifically measure P-gp activity in CD4+ and CD8+ cells, the efflux of the fluorescent 
substrate rhodamine 123 (Rh123, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) was determined by 
comparing intracellular fluorescence of cells treated or not with the potent P-gp inhibitor 
elacridar (GlaxoSmithKline, Stevenage, England). PBMCs were isolated from two 8 ml whole 
blood samples as describe above. After purification, cells were counted with a Sysmex
XE-2100 instrument (Sysmex Corporation, Kobe, Japan), suspended in Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium (DMEM, Invitrogen, Groningen, The Netherlands) containing 10% Fetal 
Bovine Serum (FBS, Biochrom AG, Berlin, Germany) and incubated for 30 min with 500 
ng/ml of Rh123 at 37°C and 5% CO2. The cells were washed twice with PBS at 4°C and 
incubated (400’000 cells per aliquot) for 15, 30, 60 and 90 min in DMEM + FBS 10% at 37°C 
and 5% CO2 to allow Rh123 efflux, in presence and absence of elacridar at 2 M. After 
washing, cells were incubated for 15 min at 4°C with mouse IgG (Sigma-Aldrich). 
Subsequent staining were preformed incubating cells for 30 min at 4°C with monoclonal 
antibodies: allophycocyanin (APC)-labelled mIgG1 anti-CD4 (Immunotech Beckman Coulter, 
Marseille, France) or phycoerythrin (PE)-labelled mIgG1 anti-CD8 (DakoCytomation, 
Glostrup, Denmark) or appropriate isotypic controls: APC-conjugated or PE-conjugated 
mIgG1,  (Becton Dickinson, San Jose, CA). The cells were washed twice with PBS at 4°C 
containing 2% FBS and 0,1% sodium azide (Sigma-Aldrich) and resuspended in the same 
buffer containing 10 g/ml of 7-aminoactinomycine D (7-AAD, Sigma-Aldrich). Stained cells
were analyzed for four colour fluorescence (Rh123, CD8-PE, CD4-APC and 7-AAD) with a 
FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson). Using this method, the intracellular amount 
of Rh123 was specifically quantified in CD4+ and CD8+ cells. The amount of Rh123 expulsed 
specifically by P-gp was calculated as the difference between median fluorescence of cells 
treated or not with elacridar for each efflux period and expressed as a percentage of median 
fluorescence in control cells with no efflux period. P-gp activity was expressed as the area 
under the efflux-time curve from 0 to 90 min using the trapezoidal method. Inter-day 
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coefficients of variation (n=3) were 1.0% and 5.9% for P-gp activity in CD4+ and CD8+, 
respectively.
2.7. Cyclosporine quantification in whole blood and PBMCs 
Whole blood samples were collected in 3 ml EDTA tubes and PBMCs were isolated from 
freshly collected whole blood (8 ml) as describe above. Samples were stored at -80°C until 
the day of analysis. Cyclosporine levels in PBMCs [20] and whole blood (Ansermot et al., 
submitted) were determined using automated on-line solid phase extraction methods coupled 
with liquid chromatography, electrospray ionization and mass spectrometry detection.
2.8. Cyclosporine pharmacokinetic analysis
Cyclosporine pharmacokinetics in PBMCs and whole blood was determined by a non-
compartmental model using WinNonLin version 4.1 (Pharsight Corporation, Mountain View, 
CA). The time to peak (tmax) and maximum peak concentration (Cmax) were obtained from 
concentration-time profiles. The elimination half-life (t1/2) was calculated as ln2/, where 
represents the slope of the linear terminal part of the concentration-time curve after semi-
logarithmic transformation. Area under the concentration-time curve (AUC) over the first 4h 
(AUC0-4) and 24h (AUC0-24) were calculated with linear trapezoidal method. The ratios of the 
AUCs in PBMCs versus whole blood were calculated.
2.9. Statistical analysis
Statistical analyses were performed with non-parametric tests using SPSS version 11 (SPSS 
Inc, Chicago, IL). Differences between groups were assessed using Mann-Whitney U test for 
independent samples and Wilcoxon signed ranks test for matched data. Associations were 
assessed using the Spearman rank-order correlation coefficient rs. A value of p<0.05 was 
considered statistically significant (two-sided tests).
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3. Results
3.1. ABCB1 genotyping
A total of 87 healthy men were selected for ABCB1 SNPs G2677T/A and C3435T 
genotyping, with a majority of Caucasians (76%). As expected, strong linkage disequilibrium 
was observed between the two SNPs (Table 2). The most frequent haplotypes were 
2677GT-3435CT, 2677GG-3435CC and 2677TT-3435TT with 33 (37.9%), 20 (23.0%) and 
13 (14.9%) individuals respectively. The frequencies among Caucasians (40.9% for GT-CT, 
16.7% for GG-CC and 18.2% for TT-TT) were in agreement with those reported in previous 
studies [14]. Nineteen subjects (10 GG-CC and 9 TT-TT) were included in the second part of 
the study. No significant age or body weight difference was noted between the groups 
(Table 3).
Table 2. Distribution of ABCB1 G2677T/A and C3435T SNPs in 87 healthy
volunteers. Values in brackets indicate repartition among the 66 Caucasians.
C3435T
G2677T/A CC CT TT
GG 20 (11) 12 (10) 0
GT 0 33 (27) 7 (5)
TT 0 0 13 (12)
TA 1 (0) 1 (1) 0
Table 3. Characteristics of the individuals involved in the second 
part of the study in function of ABCB1 G2677T-C3435T haplotypes.
ABCB1 haplotypes
Characteristics
GG-CC (n=10) TT-TT (n=9)
Age (years) 27 (20-38) 25 (19-58)
Body weight (kg) 72.5 (61.5-80.5) 81.5 (61.5-89.5)
Ethnicity* 4/2/1/1/2 8/1/0/0/0
Data are median (range). Age and body weight were not significantly 
different between the groups. *Values indicate respectively the number 
of Caucasians / South Americans / Africans / Asians / Mixed.
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3.2. Cyclosporine pharmacokinetics in whole blood and PBMCs
A large interindividual variability in cyclosporine pharmacokinetics in PBMCs and whole 
blood was observed (Table 4). No correlation was found between cyclosporine PBMC and 
whole blood levels (Figure 1) when considering the AUC0-4 (Spearman, rS=0.16, p=0.51) or 
AUC0-24 (rS=0.09, p=0.71). The high interindividual variability of the PBMC to whole blood 
AUC0-24 ratio (14.3-fold range) is further illustrated in Figure 2. Intraindividual PBMC and 
whole blood cyclosporine pharmacokinetic profiles did not significantly differ with respect to 
tmax (Wilcoxon, p=0.53) and t1/2 (p=0.49).
Table 4. Cyclosporine pharmacokinetic parameters in whole blood and PBMCs in healthy volunteers 
after a single oral dose of 2 mg/kg, in function of ABCB1 haplotypes 2677GG-3435CC (n=10) and 
2677TT-3435TT (n=9).
Whole blood PBMCs
GG-CC TT-TT GG-CC TT-TT
tmax 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) 1.5 (1.0-4.0) 1.0 (1.0-3.0)
t1/2 5.0 (4.2-6.2) 4.7 (3.9-6.4) 4.2 (3.3-7.7) 5.0 (2.9-13.8)
Cmax 890 (619-1098) 750 (685-1081) 29.6 (13.4-82.6) 22.2 (7.3-90.0)
AUC0-4 2104 (1340-2382) 1908 (1603-2609) 65.4 (26.9-199.1) 49.3 (14.9-126.7)
AUC0-24 3564 (2262-4429) 3345 (2839-4825) 85.8 (41.3-303.4) 78.3 (28.0-172.8)
Data are median (range). tmax, time to peak (h); t1/2, elimination half-life (h); Cmax, maximum peak concentration 
(ng/ml blood or fg/PBMC); AUC0-4, AUC0-24, area under concentration-time curve from 0 to 4h and 0 to 24h, 
respectively (hng/ml blood or hfg/PBMC). No significant differences were observed between the groups 
(p=0.13-0.78).
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Figure 1. Pharmacokinetic profiles of two subjects with similar cyclosporine whole blood concentrations 
but high (A) and low (B) cyclosporine PBMC levels, in keeping with the absence of a significant 
correlation between these two parameters.
Figure 2. Cyclosporine PBMC to whole blood AUC0-24 ratio in function of ABCB1 2677GG-
3435CC (n=10) and 2677TT-3435TT (n=9) haplotypes. No significant differences were observed 
between the groups (p=0.49). Bars represent median values. This figure also shows the high 
14.3-fold interindividual variability of the ratio.
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3.3. P-gp activity in CD4+ or CD8+ cells and cyclosporine pharmacokinetics
No correlations were observed between P-gp activity in CD4+ or CD8+ cells and cyclosporine 
pharmacokinetics when considering all subjects together. Subgroup analysis among 
individuals with 2677TT-3435TT haplotype showed significant negative correlations between 
P-gp activity in CD4+ (Spearman, rS=-0.82, p=0.007) or CD8
+ (rS=-0.72, p=0.03) and 
cyclosporine t1/2 in PBMCs (Figure 3). Among subjects with 2677GG-3435CC haplotype, 
P-gp activity in CD4+ correlated negatively with cyclosporine PBMC AUC0-4 (rS=-0.61, 
p=0.06), AUC0-24 (rS=-0.69, p=0.03) and intracellular distribution (PBMC AUC/whole blood 
AUC) during the first 4h (rS=-0.62, p=0.05) and 24h (rS=-0.60, p=0.07).
Figure 3. Significant negative correlation between cyclosporine t1/2 in PBMCs and P-gp activity in 
CD4+ and CD8+ cells among subjects with 2677TT-3435TT haplotype (Spearman, rS=-0.82, p=0.007 
for CD4+ and rS=-0.72, p=0.03 for CD8
+ cells).
3.4. ABCB1 genotypes and cyclosporine pharmacokinetics
No significant differences of tmax, t1/2, Cmax, AUC0-4 and AUC0-24 in PBMCs or whole blood 
were observed between subjects with 2677GG-3435CC or 2677TT-3435TT haplotypes 
(Mann-Whitney, p=0.13-0.78; Table 4). Similarly, no significant differences between the two 
haplotypes were observed when normalising PBMC AUC0-24 with whole blood AUC0-24
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(Figure 2). Median ratios (IQR) were 0.0243 (hfg/PBMC)/(hng/ml) (0.0215-0.0372) for GG-
CC and 0.0203 (0.0189-0.0335) for TT-TT (p=0.49).
3.5. ABCB1 genotypes and P-gp activity in CD4+ or CD8+ cells
Among PBMC samples analyzed using flow cytometry, 21.2%  8.5% (mean  SD) of the 
cells were CD8+ and 27.4%  6.5% CD4+. Two cell subpopulations were observed in CD8+
and CD4+ after a 90 min Rh123 efflux period, indicating the presence of cells with and 
without P-gp activity (Figure 4). A much higher efflux of Rh123 was observed with CD8+ than 
CD4+ cells. After a 90 min efflux period, 74.3%  10.3% of Rh123 was expulsed out of CD8+
specifically by P-gp, versus 14.5%  4.0% with CD4+. The amount expulsed by others 
mechanisms than P-gp, measured in cells treated with elacridar, was only 7.4%  3.2% for 
CD8+ and 9.6%  2.0% for CD4+.
Figure 4. Example of Rh123 fluorescence in CD4+ and CD8+ cells from an individual with 2677GG-
3435CC ABCB1 haplotype after efflux periods of 0 and 90 min. P-gp activity was higher in CD8+ than 
CD4+ cells, with median Rh123 fluorescence decrease from 1420 to 964 in CD4+ and from 1472 to 
177 in CD8+ after 90 min. Two cell subpopulations were observed in CD4+ and CD8+ after the efflux 
period, indicating the presence of cells with and without P-gp activity.
CD4+
0 min efflux
CD8+
0 min efflux
CD4+
90 min efflux
CD8+
90 min efflux
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No significant differences in P-gp activity in CD4+ or CD8+ cells in function of ABCB1 
G2677T/A-C3435T haplotypes were observed (Figure 5). In CD4+, we observed a trend to 
lower P-gp activity in the TT-TT group (median 691%) compared to GG-CC group (median 
780%) (Mann-Whitney, p=0.13). In CD8+, the activity was similar between TT-TT (median 
4192%) and GG-CC (median 3955%) individuals (p=0.36). No correlation was observed 
between P-gp activity in CD4+ and CD8+ cells in the whole population. However, subgroup 
analysis among TT-TT individuals showed a trend for a positive correlation between the 
activity in CD4+ and CD8+ (Spearman, rS=0.63, p=0.07).
Figure 5. P-gp activity in CD4+ and CD8+ cells, expressed as area under the P-gp specific Rh123 
efflux-time curve from 0 to 90 min, in function of 2677GG-3435CC (n=10) and 2677TT-3435TT (n=9) 
ABCB1 haplotypes. No significant differences were observed between the groups (p=0.13 for CD4+
and p=0.36 for CD8+). Bars represent the median value.
3.6. ABCB1 genotypes, PBMC mRNA expression and P-gp activity in CD4+ or CD8+ cells
No significant differences of ABCB1 mRNA levels in PBMCs were observed in function of 
ABCB1 G2677T/A-C3435T haplotypes (Mann-Whitney, p=0.91) and a large interindividual 
variability was observed in both groups. Median values of ABCB1 mRNA amount normalized 
to RPL0 were 1.6 in the GG-CC group and 1.4 in the TT-TT group (Figure 6). Globally, 
PBMC ABCB1 mRNA levels did not correlate with P-gp activity in CD4+ or CD8+ cells. 
However, in CD4+, subgroup analysis showed a trend for a positive correlation between 
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mRNA levels and P-gp activity in the 2677GG-3435CC group (Spearman, rS=0.53, p=0.12) 
and for a negative correlation in the 2677TT-3435TT group (rS=-0.62, p=0.08).
Figure 6.  ABCB1 mRNA expression normalized to RPL0 in PBMCS in function of 2677GG-
3435CC (n=10) and 2677TT-3435TT (n=9) ABCB1 haplotypes. No significant differences were 
observed between the groups (p=0.91). Bars represent the median value.
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4. Discussion
4.1. Cyclosporine pharmacokinetics in whole blood and PBMCs
The immunosuppressive action of cyclosporine is due to its binding to cyclophylin, a 
cytoplasmic receptor present in T lymphocytes, resulting in an inhibition of the key enzyme 
calcineurin, leading to a decrease in cytokine production [21]. Calcineurin inhibition has been 
correlated with cyclosporine concentration in human PBMCs [22]. Thus, it could be relevant 
to measure drug amounts at the level of its target site, the intracellular compartment. To the 
best of our knowledge, the present investigation is the first description of simultaneous 
PBMC and whole blood single dose cyclosporine pharmacokinetics according to ABCB1
genotype. Our results point to a large interindividual variability in PBMC and whole blood 
cyclosporine pharmacokinetics and the absence of correlation between PBMC and whole 
blood levels, underlying the uncertainty of whole blood concentrations in predicting PBMC 
drug levels. These observations are consistent with those of Masri et al. who reported a lack 
of correlation between cyclosporine PBMC and whole blood levels at steady state in renal 
transplant patients [23,24]. These observations suggest that despite whole blood levels in the 
therapeutic range, some patients could have inadequate amounts of drug at the target site. 
Barbari et al. have noticed lower cyclosporine PBMC trough or maximum levels in renal 
transplant patients with acute rejection compared to individuals without rejection, whereas no 
differences were observed in whole blood trough or maximum concentrations [25-28]. Our 
results also point to the fact that intraindividual PBMC and whole blood cyclosporine kinetic 
profiles were closely related. Masri et al. observed that the highest PBMC level corresponded 
to whole blood peak for individual patients and suggested that the PBMC to whole blood ratio 
remained constant at any time [23,24].
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4.2. P-gp activity in CD4+ or CD8+ cells and cyclosporine pharmacokinetics
Significant inverse correlations were observed between cyclosporine PBMC t1/2 and P-gp 
activity in CD4+ and CD8+ cells in the 2677TT-3435TT subgroup, indicating that P-gp activity 
influence drug efflux. Among subjects with 2677GG-3435CC genotype, P-gp activity in CD4+
inversely correlated with cyclosporine PBMC AUCs and with PBMC to whole blood AUCs 
ratios. These results strongly suggest that individuals with high transporter activity could
have lower intracellular drug levels.
P-gp activity in CD4+ or CD8+ cells failed to correlate globally with pharmacokinetic 
parameters. This could be partially explained by the fact that CD4+ and CD8+ cells together 
represent only 48.6%  10.6% (mean  SD) of the total PBMCs and a potential influence of 
P-gp could be masked by different activities in PBMC subpopulations. Furthermore, no 
significant correlation was observed between P-gp activity in CD4+ and CD8+ cells, 
suggesting different efflux in each subpopulation. To assess more accurately the impact of 
P-gp activity on PBMC cyclosporine distribution, it would be of interest to quantify 
cyclosporine specifically in the same cell subpopulation where P-gp activity is evaluated.
In addition to P-gp, PBMCs express other proteins implicated in the transport of drugs. It has 
been shown that cyclosporine was a competitive inhibitor and a substrate of both MRP1 and 
MRP2 [29], indicating that these transporters could play a role in the distribution of this drug 
in PBMCs. Batiuk et al. have observed a higher recovery of calcineurin activity in 
cyclosporine-treated lymphocytes with high P-gp expression compared to low P-gp cells, 
suggesting an influence of P-gp in cyclosporine efflux. However, addition of a P-gp inhibitor 
didn’t prevent recovery, indicating the presence of other mechanisms affecting efflux [22]. 
Furthermore, cyclosporine is a potent inhibitor of P-gp [4] and thus could reduce the potential 
effect of distinctive transporter activity. Finally, cyclosporine distribution among different 
whole blood components depends on the presence of hydrophobic binding sites, including 
erythrocytes, lipoproteins and cyclophilin B [30,31]. The unbound drug concentration is also 
an important factor involved in the penetration of cyclosporine into lymphocytes [7].
Chapitre 5 205
4.3. ABCB1 genotypes and cyclosporine pharmacokinetics
No correlation was observed between ABCB1 G2677T/A-C3435T haplotypes and the 
pharmacokinetic parameters in PBMCs and whole blood. These results indicate that the 
haplotypes evaluated in this study were not useful to predict cyclosporine pharmacokinetics. 
Further genetic analyses including the more recently described SNP C1236T revealed no 
significant pharmacokinetic differences between subjects with 1236CC-2677GG-3435CC 
(n=5) and 1236TT-2677TT-3435TT (n=8) haplotypes.
The impact of ABCB1 SNPs on whole blood cyclosporine pharmacokinetics differs among 
published studies. Significant higher whole blood concentration/dose ratios were observed 
for transplant patients with 3435TT genotype compared to 3435CC [32]. A non significant 
trend toward higher cyclosporine dose-normalized AUC0-4 was observed in patients with 
3435TT genotype compared to 3435CC [33]. When considering the C1236T-G2677T/A-
C3435T haplotypes, non significantly higher dose-adjusted AUC0-4 and AUC0-12 [34] or Cmax, 
Cmin, AUC0-4 and AUC0-12 [35] were reported in patients carriers of the variants alleles. In 
contrast, a significantly higher cyclosporine clearance was observed in individuals carrying at 
least one 3435T allele [36]. Several other studies failed to observe an influence of ABCB1
SNPs on different cyclosporine pharmacokinetic parameters [37-40]. These contradicting 
observations could be partially explained by the fact that other factors, notably CYP3A4/5, 
are involved in the pharmacokinetics of this drug and thus it remains difficult to isolate the 
impact of P-gp alone.
4.4. ABCB1 genotypes and P-gp activity in CD4+ or CD8+ cells
No significant influence of ABCB1 G2677T/A-C3435T haplotypes on P-gp activity in CD4+ or 
CD8+ cells was observed in the present study. However, TT-TT individuals tented to display 
lower P-gp activity in CD4+. Our results are in agreement with previous studies reporting a 
lack of correlation between SNPs G2677T/A or C3435T and P-gp activity in CD4+ or CD56+
cells [41,42]. Other studies have shown a significant decrease of P-gp activity in 3435TT 
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CD56+ cells [43,44]. We performed further genetic analyses revealing no significant influence 
of the C1236T-G2677T/A-C3435T haplotypes on P-gp activity.
Although, no significant correlation between P-gp activity in CD4+ and CD8+ cells was 
observed in our work, a trend was present in the TT-TT group. A more important Rh123 
efflux in CD8+ than in CD4+ cells was observed, in accordance to previous findings showing 
higher ABCB1 mRNA levels, P-gp expression and activity in CD8+ than in CD4+ cells [12]. 
Chaudhary et al. have reported that 70-80% of CD8+ and only 30-40% of CD4+ were P-gp 
positives [45]. Similarly, we found an important proportion of CD4+ but not of CD8+ cells 
without P-gp activity.
Several other factors not evaluated in our study affect P-gp expression or activity, including 
genetic mutations, splicing, transcriptional regulation, stability of mRNA and post-
translational modifications [46]. Furthermore, endogenous factors might also influence the 
transporter activity as reported for elevated cellular cholesterol levels that markedly increase 
P-gp activity in PBMCs [47].
4.5. ABCB1 genotypes, PBMC mRNA expression and P-gp activity in CD4+ or CD8+ cells
No correlation was observed between ABCB1 G2677T/A-C3435T haplotypes and ABCB1
mRNA levels in PBMCs. Results are in accordance with those of Oselin et al. who didn’t 
observed any correlation between SNPs G2677T/A and C3435T and mRNA expression in 
CD4+, CD8+, CD19+ and CD56+ cells [48]. Other studies reported a trend to lower PBMC 
mRNA levels in volunteers with 3435TT genotype compared to 3435CC [43,44] and a 
significant decrease in ABCB1 transcripts in PBMCs isolated from HIV-1-infected patients 
with 3435TT genotype [49]. These heterogeneous observations suggest a complex 
regulation of the ABCB1 gene expression.
We observed a trend for a positive correlation between PBMC ABCB1 mRNA levels and
P-gp activity in CD4+ cells in subjects with 2677GG-3435CC genotype and a trend for a 
negative correlation in the 2677TT-3435TT group. Our results failed to identify a clear 
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correlation between these parameters, probably because the two methods investigated 
different cell populations and because no significant correlation was present between P-gp 
activity in CD4+ and CD8+ cells. In a previous study, no relationship was found between 
ABCB1 mRNA levels and P-gp activity in PBMCs [50]. A correlation between P-gp cell-
surface expression and P-gp activity in PBMCs was reported [45], but not confirmed [51].
In conclusion, the present study showed the absence of correlation between cyclosporine 
PBMC and whole blood levels, suggesting that whole blood concentration measured for 
therapeutic drug monitoring is not a good predictor of the target site concentration. The fact 
that cyclosporine PBMC and whole blood concentrations follow parallel kinetics for each 
individual suggests that a single intracellular measurement might be an interesting 
complement to cyclosporine whole blood monitoring. Cyclosporine PBMC kinetics was 
influenced by P-gp activity; significant inverse correlations were observed between P-gp 
activity and cyclosporine t1/2 and levels in PBMCs. The clinical impact of these results needs 
however to be addressed in further controlled prospective clinical studies.
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Le suivi thérapeutique des immunosuppresseurs est un outil essentiel dans la prise en 
charge des patients après transplantation d’organes. De nombreuses méthodes ont été 
développées pour le dosage sanguin ou plasmatique de ces médicaments, aussi bien selon 
des techniques immunologiques que séparatives, comme la chromatographie liquide 
couplée à une détection dans l’ultra-violet ou par spectrométrie de masse. En raison de leur 
facilité d’emploi et d’un débit d’analyse élevé, les immunoessais sont largement utilisés par 
les laboratoires cliniques. Ces techniques sont cependant très coûteuses en réactifs et ne 
permettent pas de doser simultanément plusieurs molécules. Elles manquent surtout de 
sélectivité en raison de réactions croisées avec certains métabolites, pouvant conduire chez 
certains types de patients à des surestimations cliniquement significatives des taux réels en 
principe actif. En raison de leur sélectivité pour les molécules mères, les méthodes 
chromatographiques sont considérées comme les méthodes de référence pour la 
quantification de ces médicaments. Elles sont cependant techniquement plus compliquées à 
mettre en œuvre et nécessitent un investissement financier important, surtout en ce qui 
concerne la détection par spectrométrie de masse. Les marges thérapeutiques doivent être 
définies en fonction de la technique analytique utilisée et une standardisation des méthodes 
serait souhaitable afin de diminuer la variabilité inter-laboratoires au niveau des valeurs 
mesurées.
Au cours de ce travail, nous avons développé et validé une méthode sélective par 
chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse permettant de doser 
simultanément la ciclosporine, le tacrolimus, le sirolimus et l’everolimus dans le sang 
complet. Le système de préparation de l’échantillon utilisé, qui consistait en une précipitation 
des protéines suivie d’une extraction on-line en phase solide à l’aide d’un système à 
commutation de colonnes, était rapide et permettait d’automatiser le processus afin de le 
rendre compatible avec la quantité importante d’échantillons analysés dans notre laboratoire. 
L’analyse successive d’échantillons sanguins provenant de patients transplantés traités par
de la ciclosporine ou du tacrolimus à l’aide de la méthode développée et de la technique 
immunologique utilisée en routine dans notre laboratoire (Enzyme Multiplied Immunoassay 
Technique), a montré que cette dernière donnait des valeurs significativement plus élevées 
que la méthode chromatographique. Ces écarts confirment les observations effectuées par 
d’autres auteurs et illustrent la nécessité de doser ces médicaments à l’aide d’une méthode 
sélective. La nouvelle méthode est actuellement utilisée avec satisfaction en routine dans 
notre laboratoire pour la quantification du sirolimus et de l’everolimus. Un transfert des 
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dosages de la ciclosporine et du tacrolimus de la technique immunologique vers la méthode 
chromatographique serait souhaitable, après évaluation clinique de l’impact sur 
l’interprétation des résultats, avec notamment une adaptation des marges thérapeutiques. 
Finalement, il pourrait être intéressant d’adapter la méthode développée afin de permettre 
une quantification des métabolites principaux, pouvant se justifier dans certaines situations 
cliniques.
Durant de nombreuses années, le suivi thérapeutique de la ciclosporine était basé sur la 
mesure des concentrations sanguines résiduelles. Plus récemment, il a été montré que les 
taux mesurés 2h après administration seraient mieux corrélés à l’exposition totale en 
médicament et seraient de meilleurs indicateurs de l’efficacité et de la toxicité. Cette 
approche n’est cependant pas encore optimale et une quantification de ce médicament au 
niveau des cellules cibles semble être une perspective intéressante dans ce domaine. Cette 
approche se justifie par la présence de la glycoprotéine P (P-gp) au niveau de la membrane 
des lymphocytes, expulsant la ciclosporine à l’extérieur de son site d’action. Dans ce 
contexte, une méthode par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse a 
été développée et validée au cours de ce travail pour le dosage de cette molécule dans les 
cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMCs). Cette technique a été utilisée avec 
succès dans le cadre d’une étude clinique chez le volontaire sain s’intéressant à l’influence 
de polymorphismes du gène ABCB1 et à l’activité de la P-gp sur la pharmacocinétique 
intracellulaire de la ciclosporine.
Cette étude clinique pharmacogénétique réalisée dans le cadre de ce travail de thèse a 
permis de mettre en évidence une absence de corrélation interindividuelle entre les 
concentrations de ciclosporine dans le sang et les PBMCs. Ces observations indiquent que 
les valeurs sanguines utilisées actuellement pour le suivi thérapeutique ne sont pas de bons 
estimateurs des quantités présentes au niveau des cellules cibles. Nos résultats ont montré 
que les profils individuels des taux de ciclosporine intracellulaires étaient reliés aux 
concentrations sanguines chez le même individu. Ainsi, une mesure initiale de la quantité de 
médicament présente dans les PBMCs pourrait être une perspective attrayante dans le suivi 
des concentrations sanguines de cet immunosuppresseur. L’identification de facteurs 
potentiellement impliqués dans la distribution de la ciclosporine au niveau des lymphocytes 
pourrait également apporter des éléments en vue d’une meilleure compréhension de la 
pharmacocinétique complexe de la ciclosporine, avec en fin de compte une meilleure 
adaptation des schémas posologiques. Cependant, il est encore trop tôt pour conclure si la 
détermination des concentrations intracellulaires est utile en pratique. Des études cliniques 
prospectives incluant des patients transplantés et s’intéressant au lien entre les taux 
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intracellulaires et l’efficacité et la toxicité des traitements immunosuppresseurs sont requises 
afin d’apporter des éléments de réponse à ces questions.
Il a été admis pendant longtemps que le métabolisme hépatique était le mécanisme clé 
expliquant la variabilité pharmacocinétique interindividuelle des immunosuppresseurs et la 
majorité des interactions médicamenteuses. Cependant, il est devenu évident depuis 
quelques années que les transporteurs de médicaments jouent également un rôle important 
dans ce domaine. Les résultats de notre étude clinique ont montré que l’activité de la P-gp 
avait une influence sur la pharmacocinétique de la ciclosporine dans les PBMCs, observation 
non documentée jusqu’à présent. Une activité P-gp plus élevée dans les cellules CD4+ a été 
associée à des concentrations de ciclosporine intracellulaires plus faibles, de même, la demi-
vie d’élimination de cette molécule dans les PBMCs corrélait négativement avec l’activité du 
transporteur dans les cellules CD4+ et CD8+. Par contre, nos résultats n’ont pas mis en 
évidence de lien entre le génotype ABCB1 et le taux d’ARNm du gène ABCB1 dans les 
PBMCs, l’activité de la P-gp dans les cellules CD4+ et CD8+ et la pharmacocinétique de la 
ciclosporine dans les PBMCs et le sang, suggérant qu’une approche de type phénotype 
serait supérieure à une analyse génétique dans ce contexte.
L’individualisation des thérapies dans le but d’optimiser les réponses médicamenteuses a 
toujours fait partie des objectifs principaux de la pharmacologie clinique. Des progrès récents 
dans le domaine de la pharmacocinétique et de la pharmacodynamie ont permis d’avancer 
dans cette direction, mais la majorité des thérapies médicamenteuses restent actuellement 
basées sur des protocoles ne considérant pas les variations interindividuelles. L’évolution 
vers une individualisation des traitements est d’une grande importance pour les patients 
bénéficiant de régimes médicamenteux complexes. La transplantation d’organes, qui a 
recours à des agents à marges thérapeutiques étroites, arrive en tête de la liste des 
domaines critiques. En plus d’une toxicité médicamenteuse comme la néphrotoxicité, les 
patients transplantés courent le risque continu d’une sous-immunosuppression avec perte 
potentielle du greffon ou d’une sur-immunosuppression avec apparition d’infections sévères 
et de pathologies lymphoprolifératives. Le suivi des concentrations sanguines a permis 
d’utiliser de manière plus rationnelle des agents sensibles comme la ciclosporine et le 
tacrolimus. Cet outil seul ne permet cependant pas de prévenir la majorité des effets 
indésirables sérieux, de même que l’apparition d’un rejet de greffe. La pharmacogénétique 
des immunosuppresseurs, incluant la clarification du rôle des polymorphismes des gènes 
CYP3A et ABCB1, devrait ouvrir la porte à de nouvelles perspectives d’individualisation des 
traitements, avec une optimisation de leur utilisation. Les données actuelles sont cependant 
contrastées et l’influence des variants génétiques reste encore à préciser. De nombreux 
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paramètres peuvent limiter l’approche pharmacogénétique et il est clair que des facteurs 
environnementaux doivent également être considérés, comme par exemple des 
caractéristiques démographiques, des comédications ou des comorbidités pouvant 
influencer l’activité des protéines impliquées dans le métabolisme, le transport ou la 
pharmacodynamie de ces médicaments. Parallèlement, des progrès technologiques dans le 
domaine de la biologie moléculaire, comme l’apparition de puces à ADN et la venue de la 
bioinformatique, donnent la possibilité de cribler et d’analyser un grand nombre de 
polymorphismes par le biais d’une seule mesure.
Avec l’accumulation d’informations pharmacogénétiques, la perspective d’une réduction du 
suivi thérapeutique intensif des concentrations est attractive. Cependant, le long processus 
de développement d’informations utiles en clinique à partir de données génétiques de base 
n’est qu’à son commencement et les informations actuelles ne sauraient remplacer la 
mesure des concentrations sanguines en médicament ou certains tests de phénotypage. 
Des résistances aux traitements, la survenue de néphrotoxicité et la survie des patients 
pourraient en fin de compte être prédites par des modèles incorporant des polymorphismes 
génétiques multiples et d’autres informations critiques aux patients. A partir de ce point, des 
algorithmes de traitements pourraient être développés afin de permettre une individualisation 
des thérapies immunosuppressives. Malgré le développement de modèles complexes 
incluant la majorité des facteurs pouvant influencer le régime médicamenteux des patients 
transplantés, une détermination ponctuelle des concentrations en médicament fera 
probablement également partie des protocoles.

